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第 一 章 緒 言
ア ドリア マ イ シ ン(ド キ ソル ビ シ ン)は 現 在 、 臨床 にお い て最 も広 く用 い ら
れ て い る 抗 癌剤 の一 つ で あ る。 ア ドリア マイ シ ン は土 壌 中 の真 菌 様 細 菌 で あ る
Streptomycespeucetiusの変 異 株 が産 生す るア ン トラサ イ ク リン系 抗 腫 瘍 性 抗 生
物 質(Fig.1-1)として分 離 され た(DiMarcoetal.,1969)。ア ン トラサ イ ク リン
系 抗 腫 瘍 性 抗 生 物 質 と して は 他 に ダ ウ ノル ビシ ン、 エ ピル ビ シ ン、 ア ク ラル ビ
シ ンな どが 知 られ て い るが ア ドリアマ イ シ ンはそ の 中 で も抗腫 瘍 ス ペ ク トルが
広 い(Table1-1)。ア ドリア マ イ シ ンの主 な 作 用機 序 と して はDNAへ の イ ンタ
ー カ レー シ ョ ンに よ る核 酸 合 成 の 阻 害 、DNAト ポ イ ソ メ ラーゼII阻 害 によ る
DNA鎖 切 断 の促 進 、 フ リー ラジ カ ル産 生 に よ る細 胞 障害 作 用 な どが 知 られて い
るが 、 これ まで に認 め られ て い る 作 用 は多 岐 にわ た り、 不 明な 点 も多 い(Table
l-2)。
一 方 、 ア ドリアマ イ シ ン を用 い た癌 の化 学療 法 に お いて は 、癌 細 胞 の 自然 耐
性 や 獲 得 耐 性 が そ の 副 作 用(Tablel-3)と並 ん で 大 き な 障 害 と な っ て い る
(Hortobagyi,1997)。ア ドリアマ イ シ ンに対 す る癌 細 胞 の耐 性 獲 得 機 構 と して は、
P糖 蛋 白質やmultidrugresistanceprotein(MRP)などのArPbindingcassette(ABC)
トラ ンス ポ ー タ ー の過 剰 発 現 によ る薬 剤 の細 胞 外 へ の排 出促 進 が 良 く知 られ て
い る。 ま た 、Table1-4に示 した よ う にP糖 蛋 白 質 以外 に も ア ドリアマ イ シ ン耐
性 機購 に関 わ る 因子 は多 数 報 告 され て い るが 、 これ らの機 構 で は説 明 で き な い
ア ドリア マ イ シ ン耐 性 細 胞 も存 在 す る(BoqueteetaL,2001)。
本 研 究 で は新 し いア ドリア マ イ シ ン耐性 獲 得 機 構 の解 明 を 目的 と して 、 出芽
酵 母(Saccharomycescerevisiae)を用 いて ア ドリア マ イ シ ン耐 性 に 関 与 す る遺 伝
子 の 同定 を試 み た 。 出 芽 酵 母 は 全 ゲ ノム配 列 が 決 定 され て お り、 遺 伝 学 的 解 析
も容 易 で あ る な ど、多 くの 利 点 を有 す る真 核 細 胞 生 物 モ デ ル と して 様 々な研 究
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に用いられている。また、酵母の遺伝子産物の多 くはその機能が ヒトを含む高
等生物 と共通することか ら、本研究で得 られる知見 をもとにしてヒ ト細胞での









Table1-1.アド リ ア マ イ シ ン の 適 応 症(Benjaminetal.,1974;Ogura,2001)
悪 性 リ ン パ 腫(細 網 肉 腫 、 リ ン パ 腫 、 ポ ジ キ ン 病)
肺 癌
消 化 器 癌(胃 癌 、 胆 の う ・胆 管 癌 、 膵 臓 癌 、 肝 癌 、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 な ど)
乳 癌
膀 胱 腫 瘍
骨 肉腫
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Table1・2.ア ド リ ア マ イ シ ン の 作 用 機 構(Gewirtz,1999;Hortobagyi,1997)
DNAintercalationに よ る 核 酸 合 成 の 阻 害
DNAtopoisomeraseII阻 害
DNA,RNAhelicase阻 害
フ リ ー ラ ジ カ ル の 産 生
細 胞 膜 障 害 作 用
Tab且e1・3.ア ド リ ア マ イ シ ン の 副 作 用(BooserandHortobagyi,1994)
心 毒 性
骨 髄 抑 制
脱 毛
胃 腸 症 状
粘 膜 炎
Table1-4.こ れ ま で に 知 ら れ て い る ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 メ カ ニ ズ ム







DNAtopoisomeraseIIの質 的 ・量 的 変 化(Fricheetal.,1991;MaoetaL,1999)
GlutathioneStransferaseの発 現 増 加(SinghetaL,1989)
3
第 二 章 酵 母 に ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 を 与 え る 遺 伝 子 の 検 索
第 一 節 目 的
新 しい ア ド リア マイ シ ン耐 性 獲 得 機 構 の解 析 を 目的 と して 出芽 酵 母 を 用 いて
ア ドリア マ イ シ ン耐 性 に関 与 す る遺 伝 子 の検 索 を行 った 。 これ ま で に ア ドリア
マ イ シ ン耐 性 に関わ る酵 母 因子 と して 、 ア ドリア マ イ シ ンの排 出 に 関与 す る
pleiotropicdrugresistance5(Pdr5)(KolaczkowskietaL,1996)やア ドリア マ イ シ ン
の産 生 す る フ リー ラ ジカ ル に対 して 防御 的 に働 くmanganese-superoxide
dismutase(Mn-SOD)(Kuleetal.,1994)などが 報 告 され て い る。 これ らの 耐 性 因
子 は そ の ホ モ ロ グが ヒ ト細 胞 にお いて も同様 の 役割 を果 た して い る こ とが 知 ら
れ て い る(SureshetaL,2003;Theodoulou,2000)。したが って 、 酵 母 内 で の ア ドリ
ア マ イ シ ン耐 性 に関 与す る細 胞 内 因子 の検 索 お よ びそ の耐 性 機 構 の 解 明 が 、癌
細 胞 に お け る ア ドリア マ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 の全 容 解 明 に有 用 な知 見 を与 え る
もの と考 え られ る。
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第 二 節 実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法











プ ラ ス ミ ド の1
・制 限 酵 素:NewEnglandBiolabs社 製 品 .
・DNAの 末 端 平 滑 化:KlenowDNApolymerase(NewEnglandBiolabs).
・脱 リ ン 酸 化:AlkalinePhosphatase(RocheDiagnostics),








墓 壷 勉:Adriamycin!DoxorubicinhydrochIoride(協禾口発 酵),
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2.酵母 へ のgenomicDNAIibraryの導 入
酵 母 の 形 質 転 換 は 酢 酸 リチ ウ ム 法 に よ り行 った 。 一 晩 培 養 した 酵 母W303B
株 をYPAD培 地50mlで2x106cells/mlにな る よ うに 希 釈 し、lxIO7cells/mlに
な る まで 振 盪培 養 した 。 そ の後 、 集 菌 した酵 母 を100mM酢 酸 リチ ウ ム 溶液 で
2xlOgcells/mlにな るよ うに懸 濁 した。 この懸 濁 液50μ1に 酵 母genomicDNA
librarylμ9、denaturedsalmonspermDNA50μ9およ び40%polyethyleneglyco1
(4000)300μ1を加 え、30℃で30分 間 培養 した。そ の後 、42℃で15分 間 のheatshock
後 に 集 菌 し 、SD(-Leu)培地2mlに 懸 濁 し 、30℃ で 一 晩 培 養 し た 。
この際 、 ベ ク ター と して 用 い たYEp13中に は ロイ シ ン合 成 酵 素 を コー ドす る遺
伝 子(LEU2)が組 込 ま れ て い る た め、 酵母genomicDNAfragmentを含 有 す る
YEp13プラス ミ ドが 導 入 され た 酵 母(形 質 転 換 体)の み が ロイ シ ンを 含 まな い
培 地 中で も生 育 す る ことが 可 能 で ある 。
3.ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 酵 母 の 検 索
2で 得 られ た 形 質 転 換 体 を含 む 培 養 液 をSD(-Leu)培地 でlx104cells1180μ1
に な る よ う に希 釈 した 。 この希 釈 培養 液 を96-wellplateに1x104cells/wellにな
る よ う に添加 後 、 ア ドリ アマ イ シ ン溶 液20μ1(最終 濃 度;80,100pM)を添 加 し
て30℃ で72時 間 培 養 した。 液 体 培 地 中 に 生育 して きた 酵 母 を2μ1回 収 し、SD
(-Leu)培地2mlに 懸 濁 し30℃で 一 晩 培 養 した 。
4.酵母 か ら の プ ラ ス ミ ド抽 出
酵 母 か らの プ ラ ス ミ ドの 抽 出 は ガ ラス ビー ズ 法 に従 って 行 った 。3で 培 養 し
た 酵母 を集 菌 後 、breakingbuffer(10mMTris-HCI(pH8.0),lmMEDTA(pH8.0),
100mMNaCl,2%TritonX-100,1%SDS)200μ1に懸 濁 した 。 この 懸 濁 液 に 同量
のphenol/chloroform/isoamylalcohol(25=24:1)およ び ガ ラス ビー ズ05gを 加 え、
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3分 間激 し く撹 拌 した 後 、12000xgで5分 間遠 心 して 水層 の プ ラ ス ミ ド溶液 を
得 た 。 この プ ラ ス ミ ド溶液 をisopropanol沈澱 に よ って濃 縮 した 。 さ らに プ ラス
ミ ドを 増 幅 ・精 製 す る た め 、 プ ラ ス ミ ドをHanahanの方 法 に 従 っ て 大 腸 菌
(XL1-Blue株)に導 入 し・GenEluteTMMiniprepkit(Sigma)を用 いて 大 腸 菌 か ら
プ ラ ス ミ ドを回 収 した 。
5.酵母 の ア ド リ ア マ イ シ ン に 対 す る 感 受 性
4で 回 収 した プ ラス ミ ドを野 生 株(W303B)に再 導 入 し、そ の シ ン グル コ ロ
ニー をSD(-Leu)培地 で 一 晩 培 養 した 後 、この 培 養 液 をSD(-Leu)培地 で1xIO4
cells/l80μ1にな る よ う に希 釈 した ・ この希 釈 培 養 液 を96・-wellplateにlx104
cells/wellにな る よ う に添 加 後 、 ア ドリア マ イ シ ン溶 液20μ1(最終 濃 度;0～120
μM)を 添 加 して30℃ で48時 間 培養 後 ・620nmに お ける 吸光 度 をmicroplate
readerで測 定 して酵 母 の 増 殖 を調 べ た 。 な お 、YEp13ベ クター のみ を 導 入 した
酵 母 を対 照 と した 。
6.ARI,AR9,ARI3,AR16およ びAR17fragmentのpRS425ベク タ ー へ の 挿 入
酵 母 に ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 を 与 え る こ とが 判 明 した プ ラ ス ミ ド(yAR1,
yAR9・yARI3,yARI6およ びyAR17)に挿 入 され て いるgenomicDNAfragment
(AR1,AR9,ARI3,AR16およ びAR17)の塩 基 配 列 を明 らか にす るた め に 、そ れ
ぞ れ の プ ラス ミ ドを適 当 な 制 限酵 素で 切 断 し、genomicDNAfragmentをpRS425
(2μm系マ ル チ コ ピー ベ ク ター)に サ ブ ク ロー ニ ン グ した。 な お 、pRS425プラ
ス ミ ドはmulticloningsiteの外 側 にsequence-primerに対 す るannealingsiteをも
つ た め、auto-sequencer(Li-cor)によ る塩 基 配 列 の解 析 が 可 能 で あ る。
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7.AR1,AR9,AR、13,AR16およ びAR17fragmentの 塩 基 配 列 の 決 定
pRS425-ARl(pARl),pRS425-AR9(pAR9),pRS425-AR13(pAR13),pRS425-
ARI6(pARI6)およ びpRS425-AR17(pARI7)に挿 入 さ れ て い るgenomicDNA
の 両 端 の 塩 基 配 列 をprimerlabelsequence法に よ り決 定 した 。TemplateDNAと
し て は プ ラ ス ミ ド2.4μ9、 プ ラ イ マ ー(Ml3Forward(-29)/1RD800また はM13
Reverse/1RD800)(Aloka)2pmol、reactionbuffer2μ1、2.5mMdNTPIμ1およ び
thermosequenceDNApolymerase2μ1を加 え 滅 菌 蒸 留 水 で 全 量 が17μ1に な る よ
う に 調 製 しmastermixture液と した 。次 に 、4本 の 新 し い チ ュ ー ブ に 各termination
mix(ddATp,ddCTp,ddGTP,ddTTP)を4plずつ 分 注 し、98℃5分 間 の 反 応 を1
cycle行い 、続 い て98℃30秒,60℃20秒,70℃45秒 の 反 応 を30cycle行っ た 。
反 応 液 にstopsolution4μ1を添 加 し 、95℃ で2分 間 の 熱 変 性 を 行 っ た 後 、 氷 上
で 急 冷 し た 。 これ ら の 試 料 に つ い て 、4%longrangersequenceゲル を 用 い て 、
auto-sequencer(Li-cor)によ り塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
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第 三 節 実 験 結 果
1.ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 の 検 索
ア ドリア マ イ シン耐性 に 関 与す る遺 伝 子 をFig.2-1に示 した方 法 によ って検
索 した ・まず ・2μm系 マ ル チ コ ピー ベ ク ター で あ るYEp13に酵 母genomicDNA
fragmentを挿 入 した1ibrary(Fig.2-2)を酵 母W303B株 に導 入 し、 形 質 転換 体 を
4.4x104個得 た 。 この形 質 転 換 体 の 中か らア ドリア マイ シ ン に対 して 耐 性 を示
す 酵 母 の ス ク リーニ ン グ を行 い・ 親 株 が 生 育 で きな い濃 度(80,100pM)のア ド
リアマ イ シ ンを含 むSD(-Leu)培地 で も生 育 可 能 な酵 母25種 を得 た 。 しか し、
こ こで 得 られ た 酵 母 は導 入 した遺 伝 子 とは無 関 係 に、 突 然 変 異 な ど に よ り耐 性
を示 す 可 能性 も考 え られ る 。 そ こで 、 これ らの ク ロー ンか らそ れ ぞ れ プ ラ ス ミ
ド(yAR1-・25)を抽 出 し、 親 株 のw303Bに 再 導 入 し、 ア ドリア マ イ シ ン感 受性
を調 べ た。 そ の結 果 、酵 母 にア ドリアマ イ シ ン耐 性 を与 え る プ ラス ミ ドを5種
類(yARI,yAR9,yAR13,yAR16,yARI7)を得 る こ とに成 功 した(Fig.2-3)。し
た が って ・これ ら5種 類 の プ ラス ミ ド中 に挿 入 され て い るgenomicDNAfragment















































2.酵 母 に ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 を 与 え る プ ラ ス ミ ド(pAR1,pAR9,pAR13,
pAR16,pARI7)中に 含 ま れ るgenemicDNAの 解 析
1で 得 ら れ た5種 類 の プ ラ ス ミ ドの イ ン サ ー ト部 分 をpRS425に サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し た 後 、genomicDNAfragmentの一 部 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 こ の 配 列 を
SaccharomycesGenomeDatabase(http:〃www.yeastgenome.org/)を用 い て 検 索 し た 。
そ の 結 果 、 そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド中 に はTable2-1に示 す 領 域 が 含 ま れ て い る こ
とが 判 明 し た 。
次 に 、 これ らの プ ラ ス ミ ド 中 のgenomicDNA部 分 を適 当 な 制 限 酵 素 を 用 い て
断 片 化 し 、 ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 同 定 を 試 み た 。 な お 、 本
研 究 で は 酵 母 に 強 い ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 を 与 え るpAR1,pAR13,pARl6お よ









雌pAR1のイ ンサ ー ト中 に はSSL2およびCCT2のopenreadingframe(ORF)が
含 まれ て い た(Table2-1)ので 、 ア ドリア マ イ シ ン耐 性 に関 与 す る 遺 伝 子 を 同
定 す るた め に 、ARIを2種 類 のfragment(ARla,ARlb)に切 断 した(Fig.2-4A)。
これ ら2種 類 のfragmentを2μm系 マル チ コ ピー ベ ク ター で あ るpRS425に
サ ブ ク ロー ニ ン グ し、得 られ た プ ラ ス ミ ドを親 株 で あ るW303Bに 導 入 して ア
ドリア マ イ シ ン に 対 す る 感 受 性 を調 べ た と こ ろ 、pRS425-ARIa(pRS425-SSL2)
を導 入 した酵 母 はpRS425-ARIを導 入 した酵 母 と 同程 度 のア ドリア マ イ シ ン耐
性 を示 した(Fig.2-4B)。また 、pRS425-ARIbを導 入 した酵 母 は対 照 で あ るpRS425
を導 入 した 酵 母 と同 程度 の ア ドリアマ イ シ ン感 受 性 を 示 した(Fig.2-4B)。以 上
の結 果 か らARIaに 含 まれ るSSL2遺伝 子 が ア ド リアマ イ シ ン耐 性 に 関 与 す る こ
とが 明 らか とな った 。
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pAR16のイ ンサ ー ト中 に はBSD2,CTP1およ びYBR292cの3つ のORFが 含
まれ て いた(Table2-1)。そ こで 、 ア ドリ アマ イ シ ン耐 性 に関与 す る遺 伝 子 を決
定 す るた めAR16を 適 当な 制 限 酵 素 で3つ(AR16a,ARI6bおよ びARI6c)に切
断 し、 そ れ ぞ れ を マル チ コ ピー ベ クタ ー で あ るpRS425にサ ブ ク ロー ニ ング し
た(Fig,2-5A)。これ ら3つ の プ ラス ミ ドをそ れ ぞ れW303B酵 母 に再 導 入 し、
ア ド リア マ イ シ ン に対 す る感 受 性 を調 べ た と こ ろ、pAR16aが導 入 され た酵 母
の み が ア ドリア マ イ シ ンに対 して耐 性 を 示 した(Fig2-5B)。AR16a中に はBSD2
のORFの み が含 まれ る こ とか らBsd2の高 発 現 が 酵母 に ア ドリア マ イ シ ン耐 性
を与 え る こ とが 明 らか とな った 。
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pARI3およ びpARI7の プ ラ ス ミ ド中 に は いず れ もTSC3,YBROsgcおよび
ORC2の3つ のORFが 含 まれ て い た(Table2-1)。そ こで 、 ア ドリア マ イ シ ン耐
性 に関 与 す る遺 伝 子 を決 定 す る た め 、AR13を 適 当な 制 限 酵 素 で 切 断 し(AR13a,
AR13bおよ びARI3c)(Fig.2-6A)、そ れ ぞ れ の 断 片 をpRs425にサ ブ ク ロー ニ ン
グ した 。 これ ら3つ の プ ラス ミ ドを酵 母W303Bに 再 導 入 しア ドリア マ イ シ ン
感 受 性 を調 べ た と ころ、YBRO59cのORFのみ を含 むpARI3bが導 入 され た 酵 母
のみ が ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を示 した(Fig.2-6B)ことか ら、YbrO59cの高 発 現
が 酵 母 に ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を与 え る こ とが 明 らか とな っ た 。
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第 四 節 考 察
本 研 究 で は 、 ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 に 関 わ る 新 た な 細 胞 内 因 子 の 同 定 を 目 的
と し て 、 出 芽 酵 母genomicDNAlibraryの中 か ら 酵 母 に ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性
を 与 え る 遺 伝 子 を 検 索 し た 。 そ の 結 果 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 に 関 与 す る 遺 伝
子 と して 、SSL2(RAD25),BSD2およ びYBRO59cを見 出 す こ と に 成 功 し た 。な お 、
そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 が コ ー ドす る 蛋 白 質 の 機 能 をTable2-2に示 し た 。 これ らの 因
子 と ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 と の 関 係 に つ い て の 報 告 は こ れ ま で に な い こ と か ら、
そ の 関 係 を 詳 細 に検 討 す る こ と に よ っ て 、 新 し い ア ド リア マ イ シ ン耐 性 獲 得 機







第 三 章Ssl2高 発 現 に よ る ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 獲 得 機 構 の 解 析
第 一 節 目的
第 二 章 で述 べ た よ う に、Ssl2の高 発 現 が 酵 母 に ア ドリア マ イ シ ン耐 性 を 与 え
る ことが 明 らか とな っ た。SSL2(SSL:suppressorofstem-loop)遺伝子 は ヒ ト色 素
性 乾 皮症(XP:xerodermapigmentosum)の原 因 遺 伝 子XPBの 相 同遺 伝 子 で あ り、
二 本 鎖DNAを 部 分 的 に 一 本 鎖 に巻 き 戻 す 酵 素 ヘ リカ ー ゼ を コー ドして い る
(WangetaL,1994)。ヘ リカ ーゼ は大 き く2つ の グ ル ー プ に分 類 され るが 、Ssl2
は ヒ トXPBな ど と と も に ヘ リ カ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リーIIに 属 して お り
(Enomoto,1996)、他 の ヘ リカ ー ゼ と同 様 に ア ミ ノ 酸 配 列 が 比較 的 よ く保 存 され
た7つ の領 域(ヘ リカー ゼ モ チー フ1、Ia、II、IH、IV、VおよびVI)を 持 っ て
いる(Parketal.,1992)(Fig.3-6参照)。 大 腸 菌Repヘ リカ ー ゼ のX線 結 晶 解 析
の結 果 か ら、モ チ ー フ1お よびIVはATPな どの ヌ ク レオ チ ドとの結 合 に 、Ia、
IIIおよ びVはDNAと の結 合 に 関与 す る こ とが 知 られ て お り、 さ らに 、IIおよ
びVIはArpとDNAの 結 合 を 共 役 させ る 機 能 を もつ こ とが 示 唆 され て い る
(KorolevetaL,1997)。ま た 、Ssl2は基 本転 写 因子TFIIH(transcriptionfactorIIH)の
サ ブユ ニ ッ トの1つ でDNAの 転 写 の 開始 お よ び ヌ ク レオ チ ド除去 修 復(NER=
nucleotideexcisionrepair)にも関 与 して い る(ParketaL,1992;Qiueta1.,1993;
Wangetal.,1994)。な お 、 ヒ トXPBも 酵 母Ssl2とほ ぼ 同様 の機 能 を持 っ て い る
と考 え られ て い る 。 しか し、 これ まで にSsl2高発 現 と薬 剤 耐 性 との 関 係 につ い
て の報 告 は な され て いな い 。
本研 究で はSsl2高発 現 に よ る ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 の解 析 を 目的 と
して 、Ssl2の有 す る 機 能 に及 ぼす ア ド リア マ イ シ ン の影 響 につ いて検 討 す る と



















2.Ssl2高発 現 酵 母 の 様 々 な 薬 毒 物 に 対 す る 感 受 性
Ssl2を高 発 現 す る 酵 母 と して は 、W303BにpRS425-SSL2を 導 入 し た 形 質 転
換 酵 母 を 用 い た 。 こ れ らの 酵 母 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー をSD(-Leu)培 地2mlに 植
菌 し30℃ で 一 晩 振 盪 培 養 した 後 、こ の 培 養 液 をSD(-Leu)培地 でlx104cells/l80
μ1に な る よ う に 希 釈 し た 。 こ の 希 釈 培 養 液 を96-wellplateに1xlO4cells/we11に
な る よ う に 添 加 後 、 そ れ ぞ れaclarubicinhydrochloride(最終 濃 度;0～500μM)、
actinomycinD(最終 濃 度;0～100μM)、cisplatin(最終 濃 度;0～300pM)、mitomycin
l7
C(最 終 濃 度;0～2mM)、peplomycin(最終 濃 度;0～3μM)、5-fluorouracil(最終 濃
度;0～400μM)、methylmethanesulfonate(最終 濃 度;0～15mM)、hoechst33258(最
終 濃 度;0～3μM)、ethidiumbromide(最 終 濃 度;0～2mM)お よ び
adriamycin/doxombicinhydrochloride(最終 濃 度;0～120μM)を20μ1添 加 し30℃
で48時 間 培 養 した 後 に 、620nmの 吸 光 度 を 測 定 し て 酵 母 の 増 殖 を 調 べ た 。 な
お 、pRS425ベク タ ー を 導 入 し た 酵 母 を対 照 と し た 。
3.Ss且2高発 現 酵 母 の 紫 外 線UV・Bに 対 す る 感 受 性
Ssl2高発 現 酵 母 をSD(-Leu)寒 天 培 地 にlx104cellslplateずつ 播 い た 。UV
transilluminatorを用 い て 、 酵 母 を 紫 外 線(UV-B、 波 長302nm)で 一 定 時 間(0-40
秒)照 射 した 後 、30℃ で3日 間 培 養 した 後 の コ ロニ ー の 形 成 率 を 調 べ た 。な お 、
pRS425ベク タ ー を 導 入 した 酵 母 を対 照 と し た 。 ま た 、UV-Bに 対 す る 比 較 対 照
と し て 、adriamycin(最終 濃 度;0～500μM)を 含 むSD(-Leu)寒 天 培 地 に 酵 母 を
1x104cells/plateずつ 播 き 、30℃ で3日 間 培 養 し た 後 の コ ロ ニ ー の 形 成 率 を 調 べ
た 。
4.Rad3およ びSgsl発 現 プ ラ ス ミ ド(pRS314・RAD3,pRS314・Sgs1)の構 築
酵 母chromosomeDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た 。
PCR産 物 はpGEM-Teasyvector(Promega)を用 い てTAク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、
pGEM-RAp3を 作 製 した 。pGEM-RAD3の イ ン サ ー ト部 分 をpRS314に
multicloningsiteに挿 入 し た も の をpRS314-RAD3とした 。 ま た 、 東 北 大 学 薬 学
研 究 科 遺 伝 子 薬 学 分 野 榎 本 武 美 教 授 よ り 恵 与 さ れ たpBluescript-SGS1プラ ス
ミ ド(chromosomeXIH:639860-645464)をXhoI-SacIIで切 断 し、 イ ン サ ー ト




5.酵母 のRNA合 成 量 の 測 定
酵 母(1x107cells)をSD(-Leu)培地1ml中 で30分 間培 養 した後 、[5,6-3H]
uracil(NENTMLifeScienceProducts)(最終濃 度;5μCi/ml)を添加 した 。さ らに90
分 間 培 養 した後 ・集 菌 し・酵 母 をTEbuffer(10mMTris-HCI(pH7.5),lmMEDTA)
で 洗 浄 し・TESbuffer(10mMTris-HCI(pH7.5),10mMEDTA,O.5%SDS)に再 懸
濁 した。 この懸 濁 液 に 同量 の 酸 性 フェ ノー ル を加 え 、65℃ で1時 間 イ ンキ ュ
ベ ー トした。 そ の後 、 氷 上 で5分 間急 冷 し、20,000xgで5分間 遠 心 した 。 そ
の 上 清 に酸 性フ ェ ノール を 同量 加 え た後 、20,000xgで5分 間遠 心 し、 この上
清 をエ タ ノー ル沈 澱 した。こ の沈 殿 物 をelutionbuffcr(10mMTris-HCI(pH75),I
mMEDTA,05%SDS)で 溶 解 し、 そ の 一部 をliquidscintillationcounterで測 定
し 、 こ の 放 射 活 性 をtotalRNA合成 量 の 指 標 と した 。 さ ら に 、 溶 解 液 か ら
OligotexTM-dT30<Super>(JSR)を用 いてPoly(A)+RNA(mRNA)を抽 出 ・精 製 し、
そ の 放 射活 性 をmRNA合 成 量 の指 標 と した 。
6.QuikChange'MSite・DirectedMutagenesisKitを用 い た 変 異 導 入
まず 、pRS425-SSL2プラス ミ ドのイ ンサ ー ト部 分 を シ ン グル コ ピー プ ラ ス ド
pRS314にサ ブ ク ロー ニ ン グ し、pRS314-SSL2を作 製 した 。 目的 の塩 基配 列 部
位 にBamHI認 識 配 列 を導 入 で き る プ ライ マ ー(Table3-1)を用 いてpRS314-
SSL2プラス ミ ドを鋳 型 にPCRを 行 い、Kitのプ ロ トコー ル に従 って 変 異 導入 プ
ラス ミ ドを作 製 した 。 そ の後 、 目的 の塩 基配 列 部 位 にBamHI認 識 配 列 が導 入
され た こと を制 限酵 素 の 切 断 によ り確 認後 、BamHIで切 断 し、セ ル フ ライ ゲ ー

































7.部分 欠 失 型ssm高 発 現 酵 母 の ア ド リ ア マ イ シ ン感 受 性
6で 作 製 した プ ラス ミ ドを出芽 酵 母W303B株 に導 入 し、部 分 欠 失 型SSL2を
高 発 現す る酵 母 を得 た 。これ らの酵 母 の シ ングル コ ロニ ー をSD(-Trp)培地2m1
に植 菌 し30℃ で 一 晩 振 蘯 培 養 した後 、 この培 養 液 をSD(-Trp)培地 でlx104
cells/180plにな るよ う に希 釈 した。 この 希 釈 培 養 液 を96-wellplateに1x104
cells!wellにな る よ う に添 加 後 、 そ れ ぞ れ ア ドリア マ イ シ ン溶 液(最 終 濃 度;0-
120μM)を20μ1添加 し30℃ で48時 間培 養 した 後 に、620nmにお け る 吸光 度
を測 定 して 酵 母 の増 殖 を調 べ た。
8.酵母 の 生 存 維 持 に 必 要 なSs12内領 域 の 検 討
∬12△/pRS316-SSL2の作 製
まず 、pRS425-SSL2のイ ンサ ー ト部 分 を シ ン グル コ ピー プ ラス ミ ドpRS316
お よ びpBluscriptIIにサ ブ ク ロー ニ ン グ し、pRS316-SSL2およびpBS-SSL2を
作製 した 。HIS3遺伝 子 は プ ライ マ ー(HIS3/SphI-F,HIS3/Ncol-R)を用 い てPCR
を行 い・そ のPCR産 物 をpGEM-Teasyvector(promega)にTAクロー ニ ン グ し、
pGEM-HIS3を作 製 した 。 次 に ∬L2遺 伝 子 破 壊 用 のpBS-ss12::HIS3を作 製 す る
た め ・pGEM-HIS3をSphl-Ncolで切 断 し、 そ の イ ンサ ー ト部 分 をpBS-SSL2の
Sphl-Ncolsiteに挿 入 した 。このpBS-ssl2:=HIS3のBamHI-Sallfragmentをtargeting
vectorとした 。 このtargetingvectorを酢 酸 リチ ウ ム法 に よ り酵 母 に導 入 す る こ
とに よ っ て 得 られ た ヒス チ ジ ン非 要 求 性 の コ ロニ ー を遺伝 子 欠損 株 の 候 補 ク ロ
ー ン と した 。 目的 遺 伝 子 の欠 損 の有 無 は、 得 られ た コ ロニ ー を直 接templateと
して 、標 的 遺 伝 子 の 外 側 に設 計 した プ ライ マ ー(SSL2-ESSL2-R)を用 い たPCR
によ っ て確 認 した 。 こ こで 得 られ た 酵 母 ∬L2/ssl2"HIS3にpRS316-SSL2を導 入







酵 母ssl2△/pRS316-SSL2に6で作 製 した部 分 欠 失型 ∬L2プ ラ ス ミ ド
(pRS314-mutantssl2)を導 入 した 。 これ らの酵 母 の シ ン グル コ ロニ ー をSD(-Trp)
培地2mlに 植 菌 し30℃で 一 晩 振 盪 培 養 した後 、 この培 養 液 をSD(-Tlp)培地 で
希 釈 し、0.5mg/mlの5-FOAを含 むSD(-Trp)プレー トに5xlO5cellsをス ポ ッ
トし、48時 間後 に観 察 す る こ と に よ り酵 母 の増 殖 能 を検 討 した 。 な お 、URA3
が遺 伝 子 マ ー カ ー と して 組 み込 まれ て い るpRS316を保 有 す る 酵 母 は 、5-FOA
を代 謝 し毒 性 を示 す ので 増殖 で き な い。 したが って5-FOAを含 むSD(-Trp)プ
レー トで増 殖 で きた 酵 母 は部 分 欠 失 型SSL2プ ラス ミ ド(pRS314・-ssl2mutant)
の み を保 有 す る こ とにな る 。
9.酵母 のNER活 性 に必 要 なSs12内領 域 の 検 討
こ こで は 、8で 生 存 す る こ との で き た酵 母 につ い て 、 シス プ ラ チ ン お よび 紫
外 線 に対 す る 感 受 性 を指 標 と してNER活 性 を検 討 した 。
シス プ ラチ ン感 受 性
8で 生 存 す る こ との で き た酵 母 の シ ン グル コ ロニ ー をSD(-Trp)培地2mlに 植
菌 し30℃で一 晩振 蘯 培養 した 後 、この培 養 液 をSD(-Trp)培地 でlx104cells/l80
μ1にな る よ う に希 釈 した 。 この 希 釈 培 養 液 を96-wellplateにlxlO4cells/well
にな る よ う に180田 添 加 後 、 シ ス プ ラ チ ン(最 終 濃 度;0～160μM)を20μ1添
加 し30℃で48時 間 培養 した後 に 、620nmに お け る吸光 度 を測 定 して 酵 母 の 増
殖 を調 べ た 。
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紫 外 線UV-B感 受 性
8で 生 存 す る こ との で き た 酵 母 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー をSD(-Trp)培 地2mlに
植 菌 し30℃ で 一 晩 振 盪 培 養 し た 後 、 こ の 培 養 液 をSD(-Trp)培地 で 希 釈 し 、SD
(-Trp)プレ ー ト に5xlOi-5x104cellsをス ポ ッ ト し た 。 各 プ レ ー ト にUV
transilluminatorを用 い て 、紫 外 線(UV-B、 波 長302nm)を 一 定 時 間(0-40秒)照
射 し た 後 、30℃ で3日 間 培 養 した 後 の コ ロ ニ ー の 形 成 率 を 調 べ た 。
10。GST融 合 蛋 白 質 の 精 製
GST-Ssl2王 プ ラス ミ ドGEX-3X-SSL2の
下 記 の プ ラ イ マ ー(GST-SSL2-F,GST-SSL2-R)を用 い てpRS314-SSL2を
templateにPCRを行 っ た 。次 にPCR産 物 とpGEX-3Xベ ク タ ー を そ れ ぞ れBamH
Iお よ びEcoRIを 用 い て 切 断 した 後 に 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 目 的
の サ イ ズ のDNAを ゲ ル か ら切 り出 し、GENECLEANIIIKit(BIO101)を用 いて
精 製 した 。 こ の 両 者 のDNAをDNAIigationkitver.2(Takara)を用 い て 連 結 した





GST-Rad3王 プ ラス ミ ドGEX.3X-RAD3の
下 記 の プ ラ イ マ ー(GST--RAD3-EGST-RAD3-R)を用 い てpRS314-RAD3を
templateにPCRを行 っ た 。 次 に こ のPCR産 物 はBamHIお よ びHindIr【を用 い
て 切 断 し 、pGEX-3Xベク タ ー はBamHIお よ びSmaIを 用 い て 切 断 し た 。ま た 、
pRS314-RAD3はSacIで切 断 後 、KlenowFragment(Takara)を用 い て 平 滑 末 端 化
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し 、 さ ら にHindIHで 切 断 し た 。 そ の 後 、 ア ガ ロ 一ース ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 い 、 目
的 の サ イ ズ のDNAを ゲ ル か ら切 り出 し、GENECLEANIHKit(BIOIOI)を用 い
て 精 製 し た 。 こ の3者 のDNAをDNAligationkitver.2(Takara)を用 い て 連 結 し





GST融 合 蛋 白 質 の 精 製
pGEX-3X-SSL2、pGEX.3X.RAD3およ びpGEX-3Xを そ れ ぞ れ 大 腸 菌(BL21
株)に 導 入 し 形 質 転 換 体 を 得 た 。 そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド を導 入 し た 大 腸 菌 をLB
(Amp)培地10mlに 植 菌 し 、37℃ で 一・晩 振 盪 培 養 した 後 、10倍 希 釈 し 、 さ ら に
37℃で1時 間 振 盪 培 養 し た 。 こ の 培 養 液 を16℃ に 冷 却 し た 後 、IPTGを 最 終 濃
度100μMに な る よ う に 加 え ・16℃ で4時 間 振 盪 培 養 し た 後 、8,000krpm、10
分 間 ・4℃で 遠 心 し集 菌 し た ・こ の 菌 体 をBuffer-A(20mMTris-HCI(pH7.9),1mM
DTT,lmMPMSF)で1回 洗 浄 し た 後 に 、Buffer-Almlに 懸 濁 し 超 音 波
(AMPLITUDE50)処理10秒 間 、5回 行 い 菌 体 を 破 砕 した 。 こ の 破 砕 液 を50,000
rpm、30分間 、4℃で 遠 心 し 、そ の 上 清 をcelllysate画分 と し た 。次 にcelllysate画
分1mlをBuffer-Aで平 衡 化 し た50%GlutathioneSepharose4B(Pharmacia)溶液
lm1に 加 え 、4℃ 、1時 間 、 転 倒 混 和 し た の ち 、700xg、5分 間 、4℃ で 遠 心 し 、
そ の 上 清 をpassthrough画分 と し た 。 ま た 、 そ の 沈 殿 を5mlのBuffer-Aで10
回 洗 浄 した 後 ・ 沈 殿 にElutionBuffer(20mMTris(pH7.9),10mMglutathione,l
mMDTT,1mMPMSF)500μ1を 加 え 、4℃ 、30分 間 、 転 倒 混 和 し た 後 、700xg、
5分 間 、4℃ で 遠 心 し、 そ の 上 清 をeluate画分 と し た 。 各 画 分 の 蛋 白 質 濃 度 の 定
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量 はBio-RadProteinAssay染色 液(Bio-Rad)を用 い て 色 素 吸 着 法 に よ り行 っ た 。
11.ATPase活性 の 測 定
10で得 られ たeluate画分(0-500ngprotein)に、1μCiの[γ 一32P]ATP(NENTM
LifeScienceproducts)を加 え 、Buffer-B(20mMTris-HCI(pH7.9),4mMMgCl2,1
mMDTT,50μg/mLBSA,1mMPMSF)に て 全 量 を20μ1と し、30℃ 、90分 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト した 。 こ の 反 応 液 に0.5MEDTA、10%SDSを そ れ ぞ れ2μ1
ず つ 加 え 、 反 応 を 停 止 さ せ た 後 に 滅 菌 蒸 留 水 で5倍 に 希 釈 し 、 そ の う ち1μ1を
PEI-TLCplate(PEI-CelluloseF)(Merck)にス ポ ッ ト し た 。こ のplateをO.5MLiCl
/lMformicacid溶液 中 で 展 開 さ せ 、 乾 燥 さ せ た 後 に 、ScientificImagingfilm
(Kodak)で検 出 し た 。
12.ヘ リ カ ー ゼ 活 性 の 測 定(Fig.3・13A)
ヘ リカ ー ゼ 反 応 の 基 質 の 作 製
1μ9のMl3mp18ssDNAと2・4ngのM13primerM3(Takara)を滅 菌 蒸 留 水13Pt1
に 溶 解 し95℃ 、5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト した 後 に 、 さ ら に 、24℃ 、30分 間 イ ンキ
ュ ベ ー トし た ・こ の 溶 液 にBcaBESTTMDIGLabelingIくit(Takara)の10xBuffer2μ1
お よ び 、dATP、dGTP(最終 濃 度;各50μM)を 加 え た 。 そ こ に 、BcaBESTTMDNA
polymerase(Takara)2Uおよ び5μCi[α 一32P]dCTP(NENTMLifeScienceProducts)
を加 え ・50℃・20分 反 応 さ せ た 後 、dCTP(最終 濃 度;50pM)を 加 え 、さ ら に50℃ 、
20分 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 に 等 量 のphenollchloroform/isoamylalcohol(25:24:1)
を 加 え て 激 し く撹 拌 し、15,000rpm、5分間 、4℃ で 遠 心 し、 上 清 を
ProbeQuantTMG-50MicroColumns(Pharmacia)を用 い て 精 製 した も の を反 応 の 基
質 と し た 。
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ヘ リ カ ー ゼ 活 性 の 測 定
ヘ リカ ー ゼ 活 性 の 測 定 はRoyら の 方 法 に 準 じ て 行 っ た(Royetal.,1994)。ArP
(最終 濃 度;2mM)お よ び10で 得 られ たeluate画分(0-500ngProtein)を含 む
Buffer-B19pt1に基 質1μ1を 加 え て 、37℃ で 、45分 間 イ ンキ ュ ベ ー ト し た 。 こ
の 反 応 液 に0.5MEDTA、10%SDSを そ れ ぞ れ2μ1ず つ と5xLoadingBuffer5μ1
を加 え た 。 こ の う ち20μ1を10%native-polyacrylamidegel中で 電 気 泳 動 し た 。
泳 動 後 の ゲ ル は ゲ ル ドラ イ ヤ ー で 乾 燥 さ せ 、ScientificImagingfilm(Kodak)を用
い て 検 出 し た 。
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第三節 実験結果




地 をおいて もSsl2高発現酵母は空ベクターを導入 した対照酵母に比べて顕著な
ア ドリアマイシン耐性を示す ことが確認された(Fig.3.1)。












2.Ss12の発 現 の 程 度 と ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 との 関 係
SSL2遺伝 子 を シ ングル コ ピー プ ラス ミ ドpRS314に挿 入 したpRS314-SSL2
プ ラス ミ ドを作 製 して 親 株 に導 入 した と ころ 、 この酵 母 はマ ル チ コ ピー プ ラス




であり、それよ りSsl2濃度が上昇 してもさらなる耐性は得 られないものと考え
られる。
3.Ss12高発現酵母の様 々な薬剤 に対す る感受性




751アミノ酸以降が欠損 した変異酵母はNER活 性が著 しく低いために紫外線B
(UV-B)照射やシスプラチ ンに高感受性 を示す ことが知 られている(Gulyasand
Donahue,1992;SwederandHanawalt,1994;Yangetal.,1998)。したがって、Ssl2
高発現 によって細胞内のNER活 性が上昇し、そのためにSsl2高発現酵母がア
ドリアマイシン耐性を示す という可能性が考え られる。そ こで、Ssl2の高発現
が酵母のuv-B照射(Fig.3-2)およびシスプラチン(Fig,3-3D)に対する感受
性 に及ぼす影響を検討 したが、その感受性は野性株 と同様であった。 この結果
か ら、Ssl2が高発現 しても酵母 のNER活性は顕著 に上昇 しないか、または、NER
活性が野性株のレベルよりも高 くなってもUV-Bや シスプラチンの細胞障害性
は軽減されない可能性が考え られる。次に、ア ドリアマイ シン以外の薬毒物 に
対するSsl2高発現酵母の感受性 をpRS425ベクターのみ を導入 した酵母 と比較
した。その結果、Ss12高発現酵母 はア ドリアマイシン以外 にアクチノマイ シン
Dに 対して耐性 を示 した(Fig.3-3C)。しか し、ア ドリアマイシンと同様 にDNA
にインターカ レー トするアン トラサイクリン抗癌剤であるアクラルビシンに対
してはほとん ど耐性 を示さなかった(Fig.3-3B)。また、アルキル化剤であるマ
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イ トマ イ シ ンc(Fig.3-3E)、活 性 酸 素 を生 成 す る ペ プ ロマ イ シ ン(Fig,3-3F)、
ヌ ク レオ チ ド代 謝 拮 抗 剤 で あ る5一フル オ ロウ ラ シ ル(Fig.3-3G)といっ た 抗癌 剤
に対 す る 感 受 性 も対 照 酵 母 と ほ ぼ同程 度 だ っ た 。 さ ら に、 ア ル キ ル化 剤 で発 癌
性 物 質 で も ある メ タ ン スル ホ ン酸 メチル(Fig.3-3H)やDNAにイ ンター カ レー
トす るヘ キ ス ト332358(Fig.3-31)および エ チ ジ ウ ム ブ ロマ イ ド(Fig.3-3J)、活 性
酸 素 種 で あ る過 酸化 水 素 、 スー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン の生 成 を誘 導 す る メナ ジ
オ ン お よ び 重 金 属 の カ ドミ ウ ム(デ ー タ 示 さず)に 対 す る感 受 性 も検 討 した が
対 照 酵 母 と顕 著 な 差 は認 め られ な か った 。 これ らの 結 果 か ら、Ssl2高発 現 酵 母
は ア ドリア マ イ シ ンお よ び ア クチ ノマ イ シ ンDに 対 して 特 異 的 に耐 性 を 示す と
考 え られ る 。
Adriamycin(1.iM)UV-B(s㏄)
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4.ヘ リ カ ー ゼ 高 発 現 が 酵 母 の ア ド リ ア マ イ シ ン感 受 性 に 及 ぼ す 影 響
Ssl2は、 基 本 転 写 因子TFIIHの サ ブ ユ ニ ッ トとして転 写 の 開始 お よ びNER
に 関 与す るDNAヘ リカ ーゼ で あ る こ とが 知 られ て い る(BemeburgandLehmann,
2001;vanBrabantetaL,2000)。そ こでSs12以外 の ヘ リカ ー ゼ の 高 発 現 が ア ドリ
ア マイ シ ン感 受 性 に与 え る影 響 にっ いて 検 討す る た め に、DNA組 換 え に関与 す
るSgsl(Enomoto,2001;OnodaetaL,2001)また はSsl2と同様 に 基 本 転 写 因子
TFIIHのサ ブ ユ ニ ッ トの1つ で あ るRad3(PrakashandPrakash,2000)をそ れ ぞ れ
高 発 現 す る 酵 母 を作 製 し、 ア ドリ アマ イ シ ン感 受性 を調 べ た 。 そ の 結 果 、Ssl2
高 発 現 酵 母 は 、空 ベ ク タ ー-pRS314を導 入 した 対 照 酵 母 に 比較 し て 明 らか な 耐
性 を示 した の に対 し、Sgslおよ びRad3各 高発 現 酵 母 の ア ドリア マ イ シ ンに対
す る感 受 性 は 、対 照 酵母 とほ ぼ同 定 度 で あ った(Fig.3-4)。この結 果 か ら、高 発
現 す る こ と に よ って 酵 母 に ア ド リアマ イ シ ン耐 性 を与 え る とい う現 象 は全 て の

















5.Ssl2高発 現 が ア ド リア マ イ シ ン のRNA合 成 阻 害 作 用 に 及 ぼ す 影 響
Ssl2は基 本転 写 因子TFIIHのサ ブユ ニ ッ トの一 つ で あ る こ とか ら(Wangetal.,
1994)、Ssl2が高 発 現 す る こ と に よ ってTFIIHの転 写 活 性 が 上 昇す る 可 能 性 も否
定 で き な い 。 一方 、 ア ドリア マ イ シ ン はDNAに イ ン ター カ レー トして 、RNA
ポ リメ ラー ゼIIによ る転 写 反 応 を 阻害 す る こ とが 知 られ て い る(Gewirtz,1999)。
そ こで 、Ssl2高発 現 が ア ドリ ア マ イ シ ン のRNA合 成 阻 害 作 用 に及 ぼ す影 響 に
つ いて 検 討 した 。酵 母 のRNA合 成 量 は[5,6-3H]UracilのRNAへの 取込 み を
指 標 に測 定 した 。 しか し、Ssl2の高 発 現 は酵 母 のtotalRNA及びmRNA合 成能
に影 響 を与 えず 、 ま た 、 ア ドリア マ イ シ ンに よ るRNA合 成 阻 害 を抑 制 す る こ











6.Ss且2の機 能 ドメ イ ン の 解 析
Ssl2の構 造 中 には 、N末 端 に核 移 行 シ グナ ル(NLS)様 配 列 お よ びDNA結 合
ドメ イ ンが 存 在 し、 中央 付 近 に はヘ リカ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リーIIに保 存 され
た7つ のヘ リカ ー ゼ モ チ ー フが あ る 。 ま た、C末 端 に はNER活 性 に必 要 な 領域
が 存 在す る こ とが知 られ て い る(Yangetal.,1998)(Fig.3-6)。そ こで、Ssl2蛋白
質 の構 造 中 の ア ドリア マ イ シ ン耐 性 に関 与す る機 能 ドメ イ ン を同定 す るた め に、
Fig.3-6に示 した よ うな ∬L2の 様 々な 部分 欠損 変 異 体 発 現 プ ラス ミ ドを作 製 し
た 。 これ らプ ラス ミ ドを正 常 酵 母 に導 入 して ア ドリアマ イ シ ン感 受 性 に与 え る
影 響 を調 べ た と ころ 、N末 端 側 のNLS(核 移 行 シ グ ナル)様 配 列 を含 む 領域
(14-80a.a.)を欠 損 させ て もア ドリアマイ シ ン耐 性 は認 め られ た が(Fig.3-7,N2)、
そ こか らC末 側 に さ ら に93個 の ア ミ ノ酸 を欠 損 させ た場 合(81-173a.a.)には
耐 性 は認 め られ な か った(Fig.3-7,N4)。また 、 興 味 深 い こ とにDNA結 合 ドメ
イ ン様配 列(Fig.3-7,N5)、Acidicドメイ ン(Fig.3-7,N6)、ヘ リカ ー ゼ ス ーパ ー
フ ァミ リーIIに保 存 され た7つ の ヘ リカー ゼ モ チ ー フ(Fig.3-7,H1'-H5)を含 む
領 域 をそ れ ぞ れ 欠 損 した 変 異 体 の導 入 によ って も耐 性 は認 め られ な か っ た(Fig.
3-7,N4'-N6,Hl～H5)。一 方 、C末 端 側 のNERに 必 要 と され る領 域(751-833a.a.)
を欠 損 した 変 異体 で は耐 性 は 認 め られ たが(Fig.3-7,c2)、さ ら にN末 側 に向
か って50個 の ア ミ ノ酸 を欠 損 させ る こ とに よ っ て耐 性 が 認 め られ な くな った
(Fig.3-7,cl)。これ らの結 果 か ら、 ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得 にssl2内のNLs
様 領域 お よびC末 端 のNERに 関与 す る領 域 は必 要 な いが 、 そ の 内側 の領域 は
いず れ も必 須 で あ る と考 え られ る。
Ssl2は酵 母 の 生存 に必 須 な 蛋 白質 で あ る こ とが 知 られ て い る。 そ こで 次 に酵
母 の 生存 に必 要 と され るSsl2内領 域 を プ ラス ミ ドシ ャ フ リ ング法 に よ って調 べ
た 。 本検 討 で は 、染 色体DNA上 のSSL2遺伝 子 が 欠 損 して い る代 わ りに完全 長
SSL2を含 有 す る プ ラス ミ ド(pRS316-SSL2)を導 入 した 酵 母(MATα ∬12,,HIS3,
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pRS316-SSL2)を作 製 し、 これ に様 々な 部 分 欠 損 型ssl2変異体 を持 つ プ ラス ミ
ド(pRS314-ss12mutant)をそ れ ぞ れ 導 入 した後 に、5-FOA法(BoekeetaL,1987)
によ ってpRS316-SSL2プラス ミ ドを除 去 した(Fig.3-8)。な お ・URA3が遺 伝 マ
ー カ ー と して 組 み込 まれ て い るpRS316を保 有 す る酵 母 で は 、5-FOAが代 謝 さ
れ 毒性 を示 す の で増 殖 で き な い。 した が っ て 、 酵 母 の 生存 を支 持 で き るssl2変
異体 を含 有 す る プ ラス ミ ドが導 入 され た酵 母 の み が 増 殖 可 能 で あ る。そ の 結 果 、
Ssl2のN末端 側 の14番 目か ら86番 目 まで の ア ミ ノ酸 ま た はC末 端 側 の751番
目か ら833番 目の ア ミ ノ酸 を欠損 させ て も酵 母 は生 存 した が 、そ の 内側 の 領 域
は ほ と ん ど全 て が 生存 に必 須 で あ る こ とが判 明 した(Fig.3-9)。な お こ の酵 母 の
生存 に必 須 なssl2内領 域 は ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得 に必 須 なssl2内領 域(Fig.
3-8)と完 全 に一 致 した(Fig.3-6参照)。
一方 、Ssl2は前 述 した よ うにNERに 必 須 な蛋 白質 で あ り、 特 にSs12のC末
端 の751番 目の ア ミ ノ酸 以 降 が 欠 損 した変 異 株 で は、 そ のNER活 性 が 著 し く
低 い た め にUV-Bや シ ス プ ラ チ ンに 高 感 受 性 を示 す こ とが知 られ て い る(Yang
etal.,1998)。そ こで 、先 の実 験(Fig,3-9)で生 存 出 来 た酵 母ssl2変異 株(N1,N2,
C2)につ いて 、 そ のNER活 性 をUV-Bお よ び シ ス プ ラチ ン に対 す る感 受 性 を指
標 に検 討 した 。 ま た 、 これ ら変 異 酵母 の ア ド リア マ イ シ ン に対 す る感 受 性 も検
討 した 。 そ の 結 果 、N末 端 側 のNLS様 配 列 を含 む 領 域 を欠 損 したSsl2を もつ
変 異株(N2:△14-88a.a.)のUV-B、シス プ ラチ ンお よ び ア ドリア マ イ シ ン に対 す
る感 受 性 は、 完 全 長 のssl2を持 つ酵 母 と同程 度 で あ っ た(Fig.3-loc)。また 、c
末端 側 のNERに 必 要 と され る領 域 を 欠 損 した 変 異 株(C2:△751-833a.a.)は完 全
長 のSsl2を持 つ 酵 母 と比 較 してUV-Bお よ び シ ス プ ラチ ン に対 して著 し い感 受










N2:△1480a・a・[H=コエ=コ 匚 胚 □ 皿 □ ■■ 十viable十
N4:△81・173a・a・[]一一 =ー コpm]■ ■-LethatN .D.
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N6・△292-38・a・a・匚ー コ 匸 コー ㎞ 匠=膕]■-LethalN .D.
H1・△381・438・… 匚 一 エ コ 囗 血 ■ ■-LethatN .D.
H2・△439469a.a.匚ー コ 匸=[iimomenai[■ ■-LethalN .D.
H3・△47・-538・・a・匚[コ 匸 コ 匚Wtト 毛]囲=■ ■-LethalN ・D.
H4・△539-618a・a・[]匚コ 匸 コ ロ 櫨 ■ ■-LethalN ・D.













































































7.Ss且2の示 す 酵 素 活 性 に対 す る ア ド リア マ イ シ ン の 影 響
Ssl2はArPase活性 お よびDNAヘ リカ ー ゼ活 性 を 有 して お り、 この 活 性 が 転
写 反 応 やNERに 必 要 で あ る(Qiuetal.,1993)。ま た 、Fig.3-7の結果 か らア ドリ
アマ イ シ ン耐 性 獲 得 にSsl2のヘ リカ ー ゼ モ チ ー フ を含 む 領 域 が 必要 で あ る こ と
が 明 らか とな って いる 。 した が ってSsl2高発 現 に よ る ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲
得 にSsl2のヘ リカ ー ゼ 活 性 が 関与 して いる 可 能 性 が考 え られ る。 そ こで 、Ssl2
の有す る酵 素活 性 に対 す る ア ド リア マイ シ ンの 影 響 を検 討 した 。
実験 に は大 腸 菌 を用 いて 作 製 したSsl2とGSTの 融 合蛋 白質(GST-Ss12)を
用 いた。 なお 、Ssl2と同 じ基 本 転写 因子TFIIHのサ ブユ ニ ッ トの一 つ で 、 同様
にヘ リカー ゼ 活 性 を示 すRad3のGST融 合 蛋 白質(GST-Rad3)を比 較 対 照 と し
た 。 まず 、今 回作 製 したGST-Ssl2およ びGST-Rad3の酵 素活 性 を調 べ た と ころ、
両 蛋 白質 と もArPase活性 お よ び ヘ リカ ー ゼ 活 性 を示 す こ とが 確 認 さ れ た 。 そ
こで 、GST-Ssl2およ びGST-Rad3のArPase活性 に対 す る ア ドリアマ イ シ ンの 影
響 を検 討 した とこ ろ、 両 者 のArPase活性 は ほ とん ど影 響 を受 けな か っ た(Fig.
3-11)。次 に、GST-Ssl2およ びGST-Rad3のヘ リカ ー ゼ 活 性 に対 す る ア ドリア マ
イ シ ンの影 響 につ い て検 討 した 。 そ の結 果 、 両 者 の ヘ リカ ー ゼ 活 性 は ア ドリ ア
マ イ シン によ って ほ ぼ 同様 に阻 害 され た(Fig,3-13)。また 、GST・-Ssl2に関 して
は ア ドリアマ イ シ ン誘 導 体 で あ る ア ク ラル ビ シ ンお よ びSsl2高発現 に よ る交 差
耐 性 が 認 め られ た ア クチ ノマ イ シ ンDの 影 響 も検 討 した が 、 両 薬 物 は ア ドリア
マ イ シ ン と同様 にArPase活性 を阻害 す る こ とな く(Fig.3-12)、ヘ リカ ー ゼ 活 性
を顕 著 に阻 害 した(Fig.3-14)。
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第 四 節 考 察
ア ドリアマ イ シン耐 性 因 子 と して 同定 され たSsl2は基 本 転 写 因子THIHを 構
成 す るサ ブユ ニ ッ トの 一 つ と して 転 写 開 始 に関 与 して い る(Bhatiaetal.,1996;
Svejstrupetal.,1996)。一 方 、 ア ドリアマ イ シ ンはDNAに イ ン ター カ レー トし
てRNAポ リメ ラーゼIIによ る転 写 反 応 を阻 害 す る こ とが 知 られ て い る(Fomari
etal.,1996;ZuninaetaL,1975)。した が って 、Ssl2の高 発現 がTFIIHに依 存 した
転 写 活 性 の 上昇 を 引き起 こ し、 そ れ に よ って 酵 母 にア ドリア マ イ シ ン耐 性 を与
え る とい う可能 性 が考 え られ る。 しか し、Ssl2高発 現 によ る転 写 活 性 の 上 昇 は
認 め られ ず 、ア ドリアマ イ シ ン に よ る転 写 阻 害作 用 に対 す るSsl2高発 現 の影 響
も認 め られ な か っ た(Fig.3-5)。この こ とか ら、 ア ドリア マ イ シ ン は転 写活 性 を
充 分 に 阻 害 す る濃 度 よ りも低 濃 度 で細 胞 に何 らか の 障 害 を与 え 、Ssl2高発現 酵
母 は何 らか の理 由で これ を回 避 で き る た め、 ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を示 す もの
と考 え られ る。 な お 、 ア ド リアマ イ シ ンがRNA合 成 阻害 以 外 の機 構 に よ って
細 胞 毒 性 を発 揮 す る こ とを示 唆 す る本 知 見 は、 ア ドリア マイ シ ンの細 胞 毒 性発
現 機 構 を考 え る うえで 興 味 深 い 。
Ssl2はTFIIHのサ ブユ ニ ッ トの一 つ と して 転 写 開始 の み な らずNERに も関
与 して い る(Parketal.,1992;Qiuetal.,1993;wangetal.,1994)。これ まで に、ssl2
のC末 端 側 を欠 損 させ た変 異 酵 母 株(ssl2-xp、C末端 側94ア ミ ノ酸 が 欠損)に
NER機 能 の欠 損 が認 め られ 、 この 変 異 酵 母 が 紫外 線 お よ び シス プ ラチ ン に対 し
て 高感 受 性 を示す ことが 報 告 され て いる(SwederandHanawalt,1994;Yangetal.,
1998)。しか し本研 究 にお いて 、Ssl2高発 現 酵 母 は シス プ ラチ ンお よ びUV-Bに
対 して 耐 性 を示 さな か っ た(Figs,3-2and3-3D)。この結 果 は細 胞 内 のSsl2濃度
が 高 くな って もNER活 性 は さ ほ ど上昇 しな い こ とを示 唆 して い る 。 ま た、本
研 究 で は、NER活 性 に必 要 と され るC末 端 領 域(751-833a.a.。)を欠 損 したSsl2
を 高発 現 させ て も正 常 なSsl2を高 発 現 させ た酵 母 と同程 度 の ア ドリアマ イ シ ン
41













いというよりは、む しろこの領域が酵母 において も核移行シグナルとして機能
していない可能性が考え られる。




と一致したことか ら(Fig,3-6)、酵母の増殖に要求 されるSs12の機能がア ドリア
マイシンの耐性獲得機構に密接に関連 しているもの と思われる。ア ドリアマイ
シン耐性に必要であることが判明 した中間領域内にはヘ リカーゼモチー フが含
まれている。したがって、ア ドリアマイシン耐性獲得にSs12のヘ リカーゼ活性
が関与している可能性が考えられる。すなわちSs12はア ドリアマイシンの細胞
内標的分子であ り、ア ドリアマイ シンが直接Ssl2のヘ リカーゼ活性を阻害する
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こ と によ り細胞 増 殖 が 抑 制 され 、Ssl2高発 現 酵 母 は正 常 酵母 に比 べ てSsl2のヘ
リカー ゼ 活 性 の 阻 害 に高 濃 度 の ア ドリア マ イ シ ン を必 要 とす るた め に見 か け上
ア ドリア マ イ シ ン耐 性 を 示す とい う可 能性 で あ る。 実 際 に ア ドリアマ イ シ ンが
SV40T抗原 や ヒ トHeLa細胞 お よ びマ ウスFM3A細 胞 抽 出液 中 の ヘ リカ ー ゼ活
性 を阻害 す る こ とが 報 告 され て いる(Bachuretal.,1998;Bachureta1.,1992)。そ
こで 、invitroにお け るSsl2のヘ リカー ゼ活 性 に対 す るア ドリア マ イ シ ンの 影 響
を調 べ た と ころ 、ア ドリアマ イ シ ンはSsl2のArPase活性 を阻 害す る こ とな く、
ヘ リカー ゼ活 性 を阻 害 した が 、 同条件 下 にお い て ア ドリアマ イ シ ンはRad3の
ヘ リカー ゼ 活 性 も阻 害 し、 そ の 阻害 の程 度 に差 は 認 め られ な か った(Figs.3-11
and3-13)。また 、 ア ドリアマ イ シ ン誘 導 体 で あ る ア ク ラル ビシ ン もア ドリア マ
イ シ ン と同 様 にSsl2のヘ リカー ゼ 活性 を 阻害 した(Fig.3-14)。さ らに 、Rad3
高発 現 酵 母 は ア ドリアマ イ シ ン耐性 を示 さず(Fig.3-4)、Ss12高発 現 酵 母 が ア ク
ラル ビシ ンに対 して 耐 性 を示 さな い(Fig.3-3B)ことか ら、 ア ドリアマ イ シ ン
がSs12のヘ リカ ー ゼ活 性 を特 異 的 に阻 害す る と い う可能 性 は低 い と思 わ れ る。
本研 究 結 果 だ けで はSsl2のヘ リカ ーゼ 活 性 の 関 与 の可 能 性 を排 除す る こ と は
出来 な いが 、Ssl2が細胞 の 生 存維 持 に関 与 す る これ まで に知 られ て いな い作 用
を有 し、 そ の作 用 が 酵母 にア ドリア マイ シ ン耐 性 を与 え る とい う可 能 性 を考 え
る こと もで き る・ 最 近 、Ssl2の変 異酵 母 株(ssl2-rtt、Glu556Lys)にお い て 、転
位 因子 レ トロ トラ ン スポ ゾ ンTylの 他 の遺 伝 子 座 へ の転 位 が 高 率 に認 め られ る
こ とが 報 告 され た(Leeeta1。,2000;Leeetal.,1998)。通 常 は、Ty1が転写 され た
後 にTy1に コ ー ドされ て い る 逆転 写 酵 素 に よ っ てTylcDNAが合 成 され て 酵 母
染 色体 に組 み 込 ま れ る もの と考 え られ るが 、ssl2-rtt株で はTylcDNA量が 上 昇
して い る こ とか ら、正 常 なSsl2はこれ まで 知 られ て いる転 写 、 ヌ ク レオ チ ド除
去修 復 お よ び ヘ リカ ー ゼ活 性 とは異 な る何 らか の 作 用 に よ りTylcDNA量を減







al.,2002)。以上のことか らア ドリアマイシンが特異的な遺伝子の発現 を阻害す
ることで毒1生を発揮 し、Ssl2高発現酵母はその阻害作用を軽減することで耐性




損ssl2変異酵母がア ドリアマイシンに対 して耐性を示す ことも明 らか となった
(Fig.3-10)。このことは、ssl2のc末端側領域がア ドリアマイシンの毒性 をむ
しろ強める方向に働いていることを示している。ヒトにおいても酵母 と同様に、
XPBの高発現またはC末 端領域の変異がア ドリアマイシン耐性に関わ っている
かも知れない。
本研究 によるSs12高発現によるア ドリアマイシン耐性獲得機構の解析 は、癌
細胞における新 しいア ドリアマイシン耐性機構の解明に繋がるだけでな く、Ssl2
が有する未知の機能の解明にも重要な情報 を提供するものである。
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第 四 章Bsd2高 発 現 に よ る ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 獲 得 機 構 の 解 析
第 一 節 目 的
第 二 章 で 述 べ た よ う に、 高 発 現 に よ っ て酵 母 に ア ドリ アマ イ シ ン耐 性 を与 え
る 細 胞 内 因 子 と してBsd2が 同 定 さ れ た(Fig,2-5)。BSD2遺伝 子 はCu/Zn-
superoxidedismutase欠損 酵 母 の示 す 酸 化 ス トレス高 感 受 性 を回 避 で き る変 異体
の 原 因 遺 伝 子 と して見 出 され た(LiuandCulotta,lgg4;LiuetaL,1992)。Bsd2は
そ の 機 能 につ い て は ほ とん ど分 か っ て い な いが 、BSD2の 欠損 は 金 属 トラ ンス
ポ ー ター で あ るSmflおよ びSmf2の 蛋 白質 レベ ル で の安 定 性 を増 大 させ 、 金属
イ オ ンの 過 剰 な 蓄積 を 引 き起 こす(LiuandCulotta,Iggg;Liuetal.,1gg7;portnoy
etal.,2000)。これ らの こ とか らBsd2はSmf1およ びSmf2の負 の 制 御 因子 と し
て 働 き、 金 属 の ホ メオ ス タ シス に 関 与 して い る と考 え られ て い る 。 一 方 、Bsd2
に よ っ て 制 御 を受 ける金 属 トラ ンス ポ ー タ ーSmflおよ びSmf2は マ ン ガ ンや銅
な ど の2価 の 重 金 属 の 輸 送 に 関 与 す るSMFフ ァ ミ リー の 一 員 で あ る(Eide,
1998;Nelson,1999;SupeketaL,1996)(Fig.4-1)。
本 章 で はBsd2高発 現 に よ る ア ド リア マ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 の解 明 を 目的 と し
て 、耐 性 獲 得機 構 にお けるBsd2とSMFフ ァ ミ リー の 関 連 性 につ い て検 討 した 。


















2.HIS3markerを用 い た 欠 損 株(smf14smf24smf3Aおよ びbsd2A)の作 製
遺 伝子 破 壊 に必 要 なtargetingvectorはHIS3遺伝 子 を含 む プ ラ ス ミ ド(pGEM-
HIS3)をtemplateに下 記 の プ ライ マー を用 いてPCRに よ り作 製 した 。 ここで 作
製 したtargetingvectorはそ の両 端 部 に標 的遺 伝 子 との 相 同配 列 を持 っ て い るた
め 、 酵 母 細胞 内 で の 組 換 え に よ っ て標 的 遺伝 子 を破 壊 す る こ とが 可 能 で あ る 。
このtargetingvectorを酢 酸 リチ ウ ム法 によ り酵 母 に導 入 す る こ とに よ っ て 得 ら
れ た ヒス チ ジ ン非要 求性 の コ ロニ ー を遺 伝子 欠 損 株 の 候 補 ク ロー ン と した 。 目
的 遺 伝 子 の欠 損 の有 無 は 、得 られ た コ ロニ ー を直接templateとして 、 標 的 遺 伝


























3.URA3markerを用 い たSMF2遺 伝 子 の 破 壊 法(smflAsmf2Aの作 製)
酵 母 のchromosomalDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を用 い てSMF2遺 伝
子 のORF部 分 をPCRで 増 幅 し た ・こ のPCR産 物 をpGEM-Teasyvector(Promega,
Madison,WI)にTAクロ ー ニ ン グ し・pGEM-SMF2を作 製 した 。こ のpGEM-SMF2
のBglll-EcoRVsiteにURA3遺伝 子 を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ドをtargetingvectorとし
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た 。 このtargetingveCtOrを酢 酸 リ チ ウ ム 法 に よ り酵 母(SmflA)に導 入 す る こ と
に よ っ て 得 られ た ウ ラ シ ル 非 要 求 性 の コ ロニ ー を遺 伝 子 欠 損 株 の 候 補 ク ロ ー ン
と し た 。 目 的 遺 伝 子 の 欠 損 の 有 無 は 、 得 られ た コ ロ ニ ー を 直 接templateとして 、
標 的 遺 伝 子 の 外 側 に 設 計 した プ ラ イ マ ー を 用 い たPCRに よ っ て 確 認 し た 。
SMF2-F;5'-GCACATCTCTATTGCCATTTAACC・-3'
SMF2-R;5'-TTAGAGGTGTACTTCTTTGCCCGTAG-3'
4.SOD2(Mn・SOD)活性 の 測 定
SOD活 性 の 測 定 はBeauchampら の 方 法 に 準 じ て 行 っ た(Beauchampand
Fridovich,1971)。酵 母lx108cellsをSD(-Leu)10mlで30℃、4時 間 培 養 した 後
に 、菌 体 を 回 収 した 。そ の 菌 体 を 冷 滅 菌 蒸 留 水 で 洗 浄 し、200μ1のlysisbuffer(20
mMTris-HCI(pH7.5),lmMEDTA,5mMMgCl2,50mMKCI,5%glycerol,1mM
PMSF)で 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に適 当 量 の ガ ラ ス ビー ズ を添 加 し 、 酵 母 を 破 砕
した 。 この 酵 母 破 砕 液 を遠 心 し 、 そ の 上 清(40μg)を10%native-polyacrylamide
gel中で 電 気 泳 動 した 。 泳 動 後 の ゲ ル は2.45mMnitrobiuetetrazolium(NBT)水
溶 液 で20分 間 、Buffer-A(36mMKPO4(pH7.8),28ptMriboflavin,28mMTEMED)
で20分 間 浸 透 し た 。 そ の 後 、 ゲ ル に10分 間 光 照 射 を行 っ た 。
5.肌AG・Smf1お よ び 肌AG-Smf2発 現 プ ラ ス ミ ドの 構 築
酵 母 のchromosomalDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行
っ た ・ こ のPCR産 物 を そ れ ぞ れpGEM-Teasyvector(Promega)にTAクロ ー ニ
ン グ し ・pGEM-FLAG-SMFIお よ びpGEM-FLAG-SMF2を 作 製 し た 。pGEM-
FLAG-SMF1お よ びpGEM-FLAG-SMF2をEcoRIで 切 断 し 、 そ の イ ン サ ー ト部









6.肌AG-Sr㎡2蛋 白 質 の 検 出
FLAG-Smf2を発 現 す る 酵 母 と し て は 、pKT10-FLAG-SMF2を導 入 し た 形 質 転
換 体 を 用 い た 。 対 数 増 殖 期 に あ る 酵 母1x108cellsをSD(-Leu,-Ura)培地10ml
に 懸 濁 し 、30℃ で3時 間 培 養 し た 。 そ の 培 養 液 を 集 菌 し、 そ の 沈 殿 を 冷 滅 菌 蒸
留 水 で 洗 浄 し た 後 、冷10%TCAで 再 懸 濁 し4℃ で30分 間 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。
そ の 後 、集 菌 し 、TEbuffer(10mMTris-HCI,1mMEDTA)(pH95)で2回、TEbuffer
(pH75)で2回 洗 浄 し た 後 に 、Iysisbuffer(20mMTris-HC1(pH75),1mMEDTA,5
mMMgCl2,50mMKCI,5%glycerol,lmMPMSF)に再 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に
適 当 量 の ガ ラ ス ビー ズ を加 え て 、4℃ 、30分 間 混 和 し た 後 、20,000xg,20分間
遠 心 し 、 上 清 を 細 胞 抽 出液 と し た 。 この 細 胞 抽 出 液 にSampleBuffer(625mM
Tris-HCI(pH6.8),2.05%SDS,10%glycerol,O.713M2-mercaptoethanol,1.25x10'3M
bromophenolblue)を加 え て 、100℃、5分 間 の 熱 処 理 を行 っ た 。そ の 後 、遠 心 し、
上 清 をSDS-PAGE(12.5%)に よ っ て 分 離 し た 。 泳 動 後 の ゲ ル はimmobilon-P
membrane(Millipore)にtransferした 。こ のmembraneをblockingsolution(5%skin
milk,0.5%Tween20,TBS;Tris.bufferedsaline)中で ブ ロ ッ キ ン グ し 、1次 抗 体 と
し てanti-FLAGM2monoclonalantibody(Sigma)、2次抗 体 と し てperoxidase-
conjugatedgoatanti.mouseimmunoglobulins(Dako)を用 い てimmunoblotting行っ
た 。 さ ら に 、ECLreagent(AmershamPharmaciaBiotech)を用 い て 化 学 発 光 さ せ 、
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Lu血.FilmChemiluminescentDetectionfilm(Roche)に露 光 し て 検 出 し た 。
7.ア ド リ ア マ イ シ ン の 細 胞 内 蓄 積 量 の 測 定
対 数 増 殖 期 に あ る 酵 母1xlO7cellsを1mlのSD(-Leu)培地 に 懸 濁 し た 後 に 、
ア ド リ ア マ イ シ ン を 添 加 し30℃ で1時 間 培 養 した 。そ の 後 、集 菌 し 、1mg/mlBSA
を 含 むphosphate-bufferedsaline(PBS)で2回洗 浄 、PBSで2回 洗 浄 し た 後 に 、PBS
に 再 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 適 当 量 の ガ ラ ス ビ ー ズ を 加 え て 、30分 間 混 和 し た
後 に 、20,000xg、20分 間 遠 心 し て 細 胞 抽 出 液 と し た 。 こ の 細 胞 抽 出 液 の 蛍 光
を 蛍 光platereader(SpectraMaxGeminiXS、MolecularDevices)(励起 波 長;472nm,
吸 収 波 長;590nm)を 用 い て 測 定 し た 。
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第 三 節 実 験 結 果
1.Bsd2高発 現 酵 母 の ア ド リ ア マ イ シ ン に 対 す る 感 受 性
Bsd2高発 現 酵 母 をア ドリア マ イ シ ン(最 終 濃 度;80μM)を含 む寒 天 培 地 に細
胞 数 が5xlO4・5x103・5xIO2、5x10'/5Pt1にな る よ うに ス ポ ッ トして 生育 さ
せ る こ と に よ りア ド リア マ イ シ ン に対す る感 受 性 を調 べ た 。そ の結 果 、 寒 天 培
地 をお い て もBsd2高発 現 酵 母 は空 ベ ク タ 一ーを導 入 した 対 照 酵 母 に比 べ て 明 ら
かな ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を示 す こ とが 確 認 され た(Fig.4-2)。










2.Bsd2高発現酵母 の種 々の薬毒物 に対す る感受性
Bsd2欠損酵母 は銅やカ ドミウムに対 して高感受性 を示す ことから、Bsd2は
重金属のホ メオスタシス に関与 していると考 え られている(LiuandCulotta,
1994)。そ こでBsd2高発現が酵母の重金属に対する感受性に影響 を与える可能
性が考えられたので、マンガン、カ ドミウム、銅、亜鉛およびコバル トに対す






























マイシン以外にアクチノマイシンDに 対 して も耐性 を示 したが、シスプラチン
や5一フルオロウラシルなどの抗癌剤(Fig.4-4)および過酸化水素やパラコー ト
な どの酸化ス トレス剤(Fig.4-5)に対 しては耐性 を示さなかった。 したがって




























































3.金属 トラ ン ス ポ ー タ ーSMFフ ァ ミ リー 欠 損 酵 母 の ア ド リ ア マ イ シ ン感
受 性
Bsd2は金属 トラ ンス ポ ー タ 一ーで あ るSmflおよびSmf2の負 の 制 御 因子 で あ り、
BSD2遺伝 子 が 欠 損 す る とSmflお よびSmf2の 細 胞 内 濃度 が 増 加 す る こ とが 知
られ て い る(LiuandCulotta,1999;Portnoyetal.,2000)。そ こで 、 ア ドリア マ イ シ
ン耐 性 獲 得 機 構 にSmflおよ びSmf2が 関 与 して い る可 能 性 が 考 え られ た の で 、
両 者 をそ れぞ れ 欠 損 させ た 酵 母 を 作 製 して 、 そ れ らの ア ド リマ イ シ ン に対 す る
感 受 性 を調 べ た 。 そ の結 果 、Smf2欠 損 酵 母(smf2A)は顕 著 な ア ド リア マ イ シ
ン耐 性 を示 し・Smf1欠損 酵 母(smflA)もわ ず か な が ら耐 性 を示 した(Fig,4-6)。
ま た、SmflとSmf2の両 者 を 同 時 に欠 損 させ た 酵 母(smflAsmf2A)はSmf2欠損
酵 母 と 同程 度 の ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を示 した 。 な お 、SMFフ ァ ミ リー の一 員
と してSmf3の 存 在 が知 られ て い るが 、Smf3の細 胞 内濃 度 はBsd2に よ る制 御
を受 け な い(Portnoyetal.,2002;Portnoyetal.,2000)。このSmf3欠損 の 影 響 も検
討 した が 、Smf3欠損 酵 母(smLfilA)のア ド リアマ イ シ ン に対 す る 感 受 性 は対 照
酵 母(w303B)と同程 度 で あ った(Fig.4-6)。これ らの 結 果 か ら、 ア ドリア マ イ














4.Bsd2高発 現 がEGTA感 受 性 お よ びMn.SOD活 性 に及 ぼ す 影 響
上 述 した よ う にBsd2の欠 損 はSmflお よびSmf2の 細 胞 内 濃度 の 上 昇 を引き
起 こす こ とが 知 られ て い る が(LiuandCulotta,1ggg;Portnoyeta1.,2000)、Bsd2
の 高 発 現 がSmf1およ びSmmの 細 胞 内濃 度 に与 え る影 響 は検 討 さ れ て い な い。
一一方 、SMF1ま た はSMF2遺 伝 子 を欠 損 させ た 酵 母 が 金 属 キ レー ター で あ る
EGTAに対 して 高 い感 受 性 を示 す との報 告 が あ る(Cohenetal.,2000)。また 、Smf2
欠 損 酵 母 は ミ トコ ン ド リア へ の マ ンガ ンの 輸 送 が 減 少 す るた め 、Mn-SOD活性
が 低 下 して い る との報 告 も あ る(LukandCulotta,2001)。も し、Bsd2高発 現 がSmf1
お よ びSmf2の 細 胞 内 濃 度 を 低 下 させ て い る の で あ れ ばBsd2高 発 現 酵 母 も
EGTAに 対 して 高感 受性 を示 し、Mn.SOD活性 も減 少 して いる と考 え られ る。
しか しな が らFig,4-7に示 す よ うに、Bsd2の高 発 現 はEGTAに 対 す る感 受性 お
よ びMn-SOD活 性 にほ とん ど影 響 を与 え なか った 。 また 、Smf1Smf2二重欠 損
酵 母(smflAsmf2A)はEGTAに対 して 高感 受性 を示 した が 、本 酵 母 にBsd2を高
発 現 させ て もEGTA感 受性 に対 す る影 響 は ほ とん ど認 め られ な か っ た(Fig.4-
7A)。以 上 の 結果 か らBsd2高 発 現 はSmf1お よ びSmf2の 細 胞 内 濃 度 にほ とん
ど影 響 を与 えな い可能 性 が 示 唆 され た 。
5.Bsd2高発 現 が 細 胞 内Smf2濃 度 に 及 ぼ す 影 響
Fig.4-7の結 果 か らBsd2高 発 現 酵 母 はSmf2の 細 胞 内濃 度 が減 少 して いな い
可 能性 が考 え られ た ので 、 実 際 にBsd2高発 現 がSmf2の 細 胞 内濃 度 に与 える影
響 を調 べ る た め 、 まずN末 端 にFLAG-tagを付 加 したSmf2(FLAG-Smf2)を発
現 す る プ ラ ス ミ ド(pKT工0-GAPDH-FLAG-SMF2)を作 製 した 。 この プ ラ ス ミ ド
を対 照 酵 母(W303B)、Bsd2欠損 酵 母(bsd2A)およ びBsd2高発現 酵 母 に導 入 し、
FLAG-Smf2の蛋 白質 レベ ル を比 較 した 。 そ の 結 果 、 以 前 の 報 告 と同様 にBsd2
欠 損 に よ るSmf2濃 度 の 増 加 が観 察 され た が 、Bsd2高発 現 はSmf2の 細 胞 内濃
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7.Bsd2高発 現 が 細 胞 内 ア ド リ ア マ イ シ ン蓄 積 量 に 与 え る 影 響
Bsd2高発 現 が ア ドリアマ イ シ ンの 取 込 み に 関与 す る トラン スポ ー タ ー の安 定
性 を減 少 させ る こと に よ っ て酵 母 に ア ドリア マ イ シ ン耐 性 を与 え て い る可 能 性
も考 え られ る 。 そ こで ア ドリア マ イ シ ンの取 込 み を調 べ た が 、Fig,4-10に示 す
よ うにBsd2の 高発 現 は ア ド リア マ イ シ ン の細 胞 内蓄 積 に ほ とん ど影 響 を与 え
な か っ た 。 した が って 、Bsd2高発 現 に よ る ア ドリア マイ シ ン耐 性 獲 得 機 構 に は
ア ド リア マ イ シ ンの取 込 み に関 す る トラ ンス ポ ー タ ー の 制 御 は 関 与 し て いな い
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8.Bsd2欠損 が 酵 母 の ア ド リア マ イ シ ン感 受 性 お よ び 蓄 積 量 に 及 ぼ す 影 響
Fig.4-2の結 果 か らBsd2の細 胞 内濃 度 の 上 昇が ア ドリア マイ シ ン毒 性 を軽 減
す る こ とが 明 らか とな っ た。 そ こで 、Bsd2欠損 が 酵 母 の ア ドリア マ イ シ ン感 受
性 に与 え る影 響 につ いて検 討 した 。 そ の結 果 、Bsd2欠損 酵 母 は ア ド リア マ イ シ
ンに対 して 高 感 受 性 を示 した(Fig.4-11A)。ま た、Bsd2欠損 酵 母 は 正 常 酵 母 と






















9.Smf1およびSmf2が細胞 内ア ドリアマイ シン蓄積量 に与 える影響
Smf1およびSmf2の細胞内濃度が増加 しているBsd2欠損株 において、細胞
内へのア ドリアマイシン蓄積の増加がみ られた(Fig.4-ll)ことか ら、細胞内の
ア ドリアマイシン蓄積にSmflおよびSmf2が関与している可能性 も考えられる。
そ こで、SmflおよびSmf2の欠損 または高発現が細胞内へのア ドリアマイシン
の取込みに与える影響を検討 した。その結果、ア ドリアマイシンの蓄積量はSmf2
の高発現によって増加 し、欠損 によって減少 した(Fig.4-12)。また、Smf1の高
発現はア ドリアマイシンの細胞 内取込みをわずかに増加 させたが、Smf1欠損に























第 四 節 考 察
Bsd2の高 発 現 が 酵 母 に ア ドリア マイ シ ン耐 性 を与 え る こ とが 明 らか とな った
(Fig.4-1)。Bsd2はそ の 欠損 によ って ある 種 の 膜 蛋 白 質(Smflおよ びSmf2な ど)
の安 定 性 を増 大 させ る こ とか ら、膜 蛋 白質 の 分 解 経 路 の 一 端 を担 って い る と考
え られ て い る(LiuandCulotta,1999;Liuetal.,1997)[Luo,1997#54]。しか し、Bsd2
高 発 現 はFLAG-Smf2の細 胞 内濃 度 にそ れ ほ ど影 響 を与 え な か った こ とか ら
(Fig,4-8)、Bsd2が高発 現 して も この 分解 経 路 は 亢 進 され な い と考 え られ る。 こ
れ は正 常 細 胞 のBsd2発 現 量 がそ の活 性 を発 揮 す る うえ です で に 十 分 で あ り、
さ らにBsd2を 高発 現 させ て も分 解活 性 は上 昇 しな い た め か も しれ な い。 した
が っ てBsd2高発 現 に よ る ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 に はBsd2の膜 蛋 白質
(Smflおよ びSmf2を 含 む)の 分 解促 進 活 性 は 関 与 してお らず 、Bsd2が有 す る
未知 の機 能 が酵 母 にア ドリア マ イ シ ン耐 性 を与 え て い る可 能 性 が考 え られ る。
小 胞 体 ス トレス 応 答 性 蛋 白質GRP78の 発 現 を誘 導 した 細胞 が ア ド リアマ イ
シ ンに対 して 耐 性 を示 す との報 告 が あ る(Reddyetal.,2003;ShenetaL,1987)。
この こ とは 小 胞 体 が ア ドリア マイ シ ンの毒 性 発 現 に とって 重 要 な オル ガ ネ ラ の
一 つ で あ る こ とを示 唆 して い る。Bsd2は小胞 体 に 局在 す る蛋 白質 で あ る こ とか
ら、Bsd2高発 現 酵 母 は 小胞 体 内 のBsd2量 が 上 昇 して い る と考 え られ る。 した
が って 、 小 胞 体 内で 未 知 の 機 能 を発揮 す る こ と に よ ってBsd2が ア ドリ アマ イ
シ ンの細 胞 毒 性 を抑 制 して い るの か も しれ な い 。
一方 、Bsd2が欠 損 す る と細 胞 内 へ の ア ドリア マ シ イ ンの蓄積 量 が 増 加 し、 ア
ドリア マ イ シ ン に対 す る感 受 性 が 上 昇す る こ とが 明 らか にな っ た(Fig、4-11)。
前述 した よ うに 、Bsd2欠損 によ ってSmf1お よ びSmf2の 細 胞 内 濃度 が 増 加す
る こ とか ら、細 胞 内 へ の ア ドリア マイ シ ン蓄 積 にSmf1お よびSmf2が 関 与 して
い る こ とが 考 え られ た 。そ こで 、細 胞 内へ の ア ド リアマ イ シ ン蓄 積 に お け るSmf1
お よびSmf2の 関 与 を検 討 した と こ ろ、 ア ドリア マ イ シ ン蓄 積 量 はSmf2の 高発
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現によって増加 し、欠損によって減少 し(Fig.4-12)、Smf2がア ドリアマイ シン
蓄積に密接 に関与していることが明 らか となった。Smf2は基質として重金属 を
輸送することが知られているが、ア ドリアマイシンを輸送する機能 も有 してい
るのか もしれない。これまでにア ドリアマイ シンの細胞外への排出に関与する
トランスポーターはP糖 蛋白質をはじめ数多 く同定されているが、ア ドリアマ





ヒ ト細胞 にお いて も金属 トランスポー ターがア ドリアマイシン感受性 に関わっ
ている可能性がある。
本研究によってBsd2とSmf2がア ドリアマイシンの毒性発現 に関与すること
が明らか となったが、両蛋白質 ともその機能 には不明な点が多 い。 しかし、本
知見はこれまで知 られていなか った全 く新 しいア ドリアマイシン感受性決定機
構の存在 を示す ものであり、ア ドリアマイシンの毒性発現機構 を解明する うえ
で貴重な情報を提供するものである。
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第 五 章YbrO59c高 発 現 に よ る ア ド リ マ イ シ ン 耐 性 獲 得 機 構 の 解 析
第 一 節 目的
第 二 章 で 述 べ た よ うに、 ア ド リアマ イ シ ン耐 性 因子 と してYbrO59cを同定 し
た(Fig2-6)。YbrO59cはそ の ア ミ ノ酸 配 列 上 の特 徴 か ら、 細 胞 骨 格 形 成 お よび
エ ン ドサ イ トー シス の 制御 に関 与 す るセ リンス レオ ニ ンキ ナ ー ゼ と して 知 られ
るArk1お よ びPrk1と 同 様 の 機 能 を 有 し て い る と推 察 さ れ て い る(Sekiya.
Kawasakietal.,2003)。これ ら3つ の蛋 白質(Ark1、Prk1およ びYbrO59c)はヒ
トGAK、AAK1な ど と も にArkl/Prk1ファ ミ リー に分 類 され て お り、N末 端 側
にキ ナ ー ゼ ドメイ ン を有 して い る(SmytheandAyscough,2003)。
酵 母Arkl/Prk1ファミ リー に 属 す るArk1お よ びPrklは細 胞 骨 格 形 成 お よび
エ ン ドサ イ トー シス に 関わ るSlal/Panl/End3complex中のS a1およ びPanlのリ
ン酸 化 に 関 与 して い る こ とが 知 られ て い る(Kaksonenetal.,2003;ZengetaL,
2001)。ま た 、 そ の 他 に もPrklの 基 質 と して 酵 母 エ プ シ ン様 蛋 白 質 で あ る
Entl/Ent2や細 胞 骨 格形 成 お よ び エ ン ドサ イ トー シス に関 与す るScd5な どが知
られ て い る が(HenryetaL,2003;WatsonetaL,2001)、ArklはEntl/Ent2および
Scd5のリ ン酸 化 に は関 与 しな い(Henryetal.,2003;Watsonetal.,2001)。一 方 、
YbrO59cはEnt1/Ent2およ びScd5の リン酸化 に関与 して い る こ とが 知 られ て い
る も の の(Henryetal.,2003;Watsonetal.,2001)、細 胞 骨 格 形 成 や エ ン ドサ イ ト
ー シ ス にお け る役 割 は ほ とん ど検 討 さ れて いな い。
そ こで 、 本 章 で は これ ま で 知 られ て いるArkl/Prk1ファ ミ リー の機 能 を手掛






















2.YbrO59cpointmutant発現 プ ラ ス ミ ド(YBRO59CD181Y)の作 製
QuikChangeTMsite-DirectedMutagenesisKit(stratagene)のプ ロ トコ ー ル に 従 っ
て 、templateとし てpRS315-YBRO59cを用 い てPCRを 行 い 、 変 異 導 入 プ ラ ス ミ
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ドを 作 製 した 。 な お 、PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 りで あ る 。
YBRO59C-D181Y--F;5'-CCTTGArCCArCGCTArArCAAGArTG-3'
YBRO59C-D181Y-R;5'-CAATCTTGATATAGCGATGGATCAAGG-3'
3.Ark1発現 プ ラ ス ミ ド(pRS315・ARK1,pRS425-ARK1)の構 築
酵 母chromosomeDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た 。
な お 、PCRに はTaKaRaExTaqTM(肱kara)を用 い た 。PCR産 物 はpTargeTvector
(Promega)を用 い てTAク ロ ー ニ ン グ を行 い 、pTargeT-ARKIを作 製 し た 。 次 に
pTargeT-ARK1をXhoVNotlで切 断 し 、 イ ン サ ー ト部 分(3.1kbpfragment)を




4.Prk1発現 プ ラ ス ミ ド(pRS315・PRK1,pRS425・PRKI)の構 築
酵 母chromosomeDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ
た 。 な お 、PCRに はPyrobest⑪DNApolymerase(Takara)を用 い た 。PCR産 物 を
EcoRIで切 断 し 、pRS314のSmallEcoRIsiteに挿 入 し 、pRS314-PRK1を作 製 し
た 。pRS314-PRKIはXhoVNotIで切 断 し 、 イ ン サ ー ト部 分(3.5kbpfragment)を





5.panl・HA発現 プ ラ ス ミ ド(pYES2・PAN1・HA)の構 築
酵 母chromosomeDNAをtemplateに下 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た 。
な お 、PCRに はTaKaRaExTaqTM(Takara)を用 い た 。PCR産 物 はpGEM-Teasy
vector(Promega)を用 い てTAク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、pGEM-PAN1-HAを 作 製 し
た 。 次 にpGEM-PANI-HAをNotlで 切 断 し、 イ ンサ ー ト部 分(PAN1-HA:4.5kbp
fragment)をpYES2(2μm/pGALl/URA3)のノVotlsiteに挿 入 し た も の をpYES2-
PAN1-HAと し た 。
PANl-F;5'-GCTAArCTGTACAACTGAATATG-3'
PAN1-HA-R;5'-TCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATGGAAGGGG
TGGGGGTGGAGGAATA-3'(*太 字 はHAtagを 示 す)
6.Panl・HAのリ ン 酸 化 の 検 出
Pan1-HAを発 現 す る 酵 母 と し て 、pYES2-PA.N1-HAを導 入 し た 形 質 転 換 体 を
用 い た 。 対 数 増 殖 期 に あ る 酵 母3xlO7cellsをSG(2%galactose,3%raffinose,;-
Leu,-Ura)培地30mlに 懸 濁 し 、30℃ で4時 間 培 養 し た 。 そ の 培 養 液 を 集 菌 し 、
そ の 沈 殿 を 冷 滅 菌 蒸 留 水 で 洗 浄 し た 後 、 冷10%TCAで 再 懸 濁 し4℃ で30分 間
イ ン キ ュ ベ ー トし た 。 そ の 後 、 集 菌 し 、TEbuffer(10mMTris-HCI,lmMEDTA)
(pH9.5)で2回 、TEbuffer(pH7.5)で2回洗 浄 し た 後 に 、lysisbuffer(10mM
Tris-HC1(pH7.5),lmMEDTA,1%TritonX-100,0.1%SDS,lmMPMSF)に再 懸
濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 適 当 量 の ガ ラ ス ビ ー ズ を 加 え て 、4℃ 、30分 間 混 和 し た
後 、20,000xg、20分間 遠 心 し 上 清 を 細 胞 抽 出 液 と し た 。こ の 細 胞 抽 出 液 にantiHA
agarosebeads(Sigma)を添 加 し 、4℃ で12時 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た 。 さ ら に 、
遠 心 し、 そ の 沈 殿 にSampleBufferを加 え て 、100℃、5分 間 の 熱 処 理 を 行 っ た 。
そ の 後 、 遠 心 し 、 上 清 をSDS-PAGE(7.5%)によ っ て 分 離 した 。 泳 動 後 の ゲ ル は
immobilon-Pmembrane(Millipore)にtransferした 。 こ のmembraneをblocking
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solution(5%skinmilk,0.5%Tween20,TBS;Tris-bufferedsaline)中で ブ ロ ッ キ ン グ
し、1次 抗 体 と してrabbitanti-phosphothreonineantibody(Zymed)また はratanti-
HAantibody(Roche)、2次抗 体 と し てperoxidase-conjugatedgoatanti-rabbit
immunoglobulins(Dako)また はperoxidase-conjugatedrabbitanti-rat
immunoglobulins(Dako)を用 い てimmunoblottingを行 っ た 。 さ ら に 、ECLreagent
(AmershamPharmaciaBiotech)を用 い て 化 学 発 光 さ せ 、Lumi-Film
ChemiluminescentDetectionfilm(Roche)に露 光 して 検 出 した 。
7.Luciferyellow(LY・CH)の取 込 み
対 数 増 殖 期 に あ る 酵 母 の 培 養 液90μ1に10μ1の40mg/mlのluciferyellowCH
(MolecularProbe)水溶 液 を 添 加 し 、30℃ で2時 間 培 養 した 。 そ の 後 、 集 菌 し 、
phosphate-bufferedsaline(PBS)で3回洗 浄 し た 後 に 、PBSに 再 懸 濁 し た 。 この 懸
濁 液 を 蛍 光 顕 微 鏡DMIRE2(Leica)で観 察 した(FITC用 フ ィル タ ーL5S)。
8.Hls3markerを用 い たYAP1802遺 伝 子 の 破 壊(yap18014yap1802Aの作 製)
Targetingvectorは第 四 章 、 実 験 方 法2に 示 した 方 法 に従 っ て 作 製 し た 。









1.YbrO59c高発現酵母 の様 々な薬毒物 に対す る感受性
YbrO59c高発現させた酵母(W303B株)の様々な薬毒物に対する感受性を検
討 した。その結果、YbrO59c高発現酵母はア ドリアマイ シン以外にアクチノマ
イシンDに 対しても耐性を示 した。 しかし、ア ドリアマイシン誘導体 であるア
クラル ビシンに対 しては逆 に高感受性を示 し、同様 に、その他 の抗癌剤(シ ス
プラチン、ペプロマイシン、5一フルオロウラシル)や 酸化ス トレス誘導剤(過
酸化水素やパラコー ト)および重金属であるカ ドミウムに対 して もYbrO59c高
発現酵母は高感受性を示した(Fig.5-1)。したがってYbrO59c高発現酵母はア ド
リアマイシンとアクチノマイシンDに 対して比較的特異的に耐性 を示すものと
考 えられる。また、YbrO59c高発現酵母がその他の様 々な化合物に対 して高感
受性を示 した ことか ら、YbrO59cは薬物毒性の発現程度の決定に関わる重要な
細胞内因子であると考えられる。





制が観察 された(デ ータ示 さず)。しか し、YbrO59cをシングル コピー プラスミ
ドであるpRS315を用いてW303B株に発現させたところ、増殖に対す る影響は
















































3.YbrO59c高発 現 に よ る ア ドリ ア マ イ シ ン 耐 性 に お け るYbrO59cのキ ナ ー
ゼ 活 性 の 関 与
YbrO5gcの高 発 現 によ る ア ドリアマ イ シ ン毒 性 軽 減 作 用 にお け るYbrO59cの
キナ ー ゼ活 性 の 関 与 を調 べ るた め にYbrO59cのキ ナ ー ゼ ドメイ ン 中の 点 変 異 体
(YbIO59cD181Y)発現 プ ラス ミ ドを作 製 した。Arkl/Prk1ファ ミ リー はす べ てN末
端 側 にキ ナー ゼ ドメイ ンを有 して お り、Prk1の場 合 には この ドメ イ ン 中 に位 置
す る158番 目の ア ス パ ラギ ン酸(D)の チ ロシ ン(Y)へ の置 換 に よ っ て キ ナ ー
ゼ活 性 が 消 失 す る こ とが 知 られて い る(ZengandCai,1999)。YbrO59cの場 合 に
は 、181番 目の ア ス パ ラ ギ ン酸 が これ に対 応 す る こ とか ら、 この ア ス パ ラ ギ ン
酸 をチ ロ シ ン に置 換 した点 変 異体(YbrO59cD181Y)を高 発 現 させ た と こ ろ 、 ア ド
リアマイ シ ンに 対す る感受 性 は対 照 株 とほ とん ど 同程 度 で あ っ た(Fig.5-2)。こ
の ことか らYbrO59c高発 現 に よ るア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得 にはYbrO59cのキ












4.ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 に お け るArkl1Prk1ファ ミ リ ー の 関 与
YbrO59cはArkl/Prk1ファミ リー のArklおよ びPrklと相 同性 の 高 い キ ナ ー ゼ




は弱い ものの明 らかなア ドリアマイ シ ン耐性 を示 した(Fig.5-3)。また、
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Prklは 細 胞 骨 格 形 成 お よ び エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 わ るSlal/Panl1End3
complex中のSlalお よ びPanlを リ ン 酸 化 し て こ のcomplexの 解 離 を 促 進 す る と
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考 え られ て いる(Tangetal.,2000;ZengandCai,1999;ZengetaL,2001)(Fig.5-5)。
そ こでYbrO59c高発 現 によ る ア ドリア マ イ シ ン耐 性 獲i得機 構 にSlal/Panl/End3
complexが関 与 して い る 可 能 性 を考 え、Sla1欠損 酵 母 の ア ド リアマ イ シ ン感 受
性 を調 べ た。 なおPan1は 酵 母 の 成 育 に必 須 な 蛋 白質 で あ るた め 欠損 株 を用 い
た検 討 は行 わ な か っ た 。 そ の結 果 、Slal欠損 酵 母 は顕 著 な ア ド リアマ イ シ ン耐
性 を示 した(Fig.5-6)。また 、Slal欠損 酵 母 にYbrO59cを高 発 現 させ て も耐 性度
の上 昇 は認 め られ な か った(Fig.5-6)。一方 、Slal/Panl/End3complex中のEnd3
を 欠損 した 酵母 で も 同様 に ア ドリアマ イ シ ン耐 性 が 認 め られ 、そ こ にYbrO59c
を高 発 現 させ て もそ れ 以 上 の耐 性 は認 め られ な か った(Fig.5-6)。これ らの結 果
か らYbrO59c高発 現 に よ る ア ド リアマ イ シ ン毒 性 軽 減 作 用 に はSlalおよ びEnd3

















PrklおよびYbrO59cの基 質 と して エ ン ドサ イ トー シス に関 わ る酵 母 エ プ シ ン様
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蛋 白質 で あ るEnt1およ びEnt2が知 られ て い る(Watsonetal.,2001)(Fig.5-5)。
このEntlおよ びEnt2はと も にPrk1の基 質 で あ るPanlと結 合 す る こ と も分 か
って いる(Duncanetal.,2001;Wendlandetal.,1999)。した が って 、YbrO59c高発
現 に よ る ア ド リア マ イ シ ン耐 性 獲 得機 構 にEnt1およびEnt2が関 与 して い る 可
能 性 も考 え られ る。 そ こで 、Ent1およびEnt2の各 欠 損 酵 母 の ア ドリア マ イ シ
ン感 受 性 を調 べ た と こ ろ、 両 欠損 酵 母 と もア ド リア マ イ シ ン に対 して わ ず か に
耐 性 を示 した(Fig.5-7)。しか し、 このEntlおよ びEnt2の各 欠損 酵 母 にお いて
もYbrO59cの高 発現 によ るア ドリアマ イ シ ン耐 性 の 増 強 が認 め られ た(Fig.5-7)。
この こ とか ら、EntlおよびEnt2はYbrO59c高発 現 によ るア ドリアマ イ シ ン耐
性 獲 得 に は あ ま り重 要 な 役割 を果 た して い な い と思 われ る 。な お 、Prk1および
YbrO59cはエ ン ドサ イ トー シ ス に 関わ るScd5のリン酸 化 も促 進 す る こ とが 報 告
され て い るが(HenryetaL,20031Huangetal.,2003)、Scd5は酵 母 の生 育 に必 須





















酵 母 の ク ラ ス リン被覆 の構 成 成 分 と してYapl801およ びYap1802が知 られ て
い る(Huangeta1.,1999)。最 近 、Yapl801がPrk1によ って リ ン酸 化 され る こと、
ま たYap1802がPrk1によ る リ ン酸 化 モ チ ー フ を有 して い る こ とが 報 告 され た
(Huangetal、,2003)・Yapl801およ びYap1802はと もにPrklの基 質 で あ るPanl
と結 合 す る こ とか ら(WendlandandEmr,1998)、YbrO59c高発現 によ る ア ドリア
マ イ シ ン耐 性 獲 得 機 構 にYapl801およ びYap1802が関与 して い る可 能 性 も考 え
られ る 。 そ こで 、Yapl801およ びYapl802の各 欠損 酵 母 の ア ド リアマ イ シ ン感
受 性 を検 討 した 。そ の結 果 、両 欠 損 酵 母 は ア ドリア マ イ シ ンに対 して 耐 性 を示
さ ず 、 む しろ高 感 受 性 を示 した(Fig.5-8A)。また 、Yapl801とYapl802の両 者
を 共 に欠 損 した 酵 母(yap1801Ayap1802A)もア ド リアマ イ シ ン に対 して 高 感 受
性 を示 した が 、 そ こ にYbrO59cを高 発 現 させ た と ころ 、対 照酵 母(BY4742)に
YbrO59cを高 発 現 させ た 場 合 と 同程 度 の耐 性 が 認 め られ た(Fig,5-8B)。した が
って 、Yapl801およ びYap1802は少 な く と もYbrO59c高発 現 に よ る ア ドリアマ




















6.Arkl1Prklファ ミ リー 高 発 現 がPanlの リ ン 酸 化 に 及 ぼ す 影 響
Fig.5-6の結 果 か ら 、YbrO59c高発 現 に よ る ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 に
Slal/Panl/End3complex中のPanlおよ びSla1のリ ン酸 化 を介 した 本complexの
解 離 が 関 与 して い る可能 性 が 考 え られ る。 そ こで 、YbrO59c高発 現 がPanlの リ
ン酸 化 に及 ぼす 影 響 を検 討 した 。Pan1のリ ン酸 化 は、C末 端 にHA-tagを連 結
させ たPanl(Pan1-HA)を発 現 す る酵 母 にArkl1Prklファ ミ リー(Arkl、Prkl、
YbrO59c)およ びYbrO59cの 点 変 異 体Yl)rO59cDi8iyを共 発 現 さ せ 、 抗
phosphothreonine抗体 を用 いて 調 べ た(Fig.5-9)・そ の結 果 ・ ア ドリア マ イ シ ン
耐 性 を示 すYbrO59cおよ びPrklの高 発 現 酵 母 にお い てPanl-HA蛋白質 の リ ン
酸 化 の促 進 が み られ た が 、 ア ドリ アマ イ シ ン耐 性 を示 さ な いArklの 高 発 現 お
よびYbrO59cの点変 異 体(YbrO59cD181Y)の高発 現 はPan1-HA蛋白質 の リ ン酸 化
に影 響 を与 え なか った 。以 上 の結 果 はYbrO59c高発 現 に よ る ア ドリア マ イ シ ン
耐 性 獲 得 にPanlのリン酸 化 が 関 与 す る こ と を示唆 して い る 。
轟毒瓢 ぜ
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7.YbrO59c高発 現 が エ ン ドサ イ トー シ ス に 及 ぼ す 影 響
Prk1の高 発 現 はSla1/Panl1End3complexの解 離 を促 進 し、エ ン ドサ イ トー シ
ス の低 下 を引 き起 こす こ とが 知 られ て い る(Zengetal。,2001)。しか し、YbrO59c
高 発 現 が エ ン ドサ イ トー シ ス に与 え る影 響 につ い て検 討 した 例 は な い。そ こで 、
蛍 光 色 素luciferyellowの取 込 み を指標 にYbrO59c高発 現 酵 母 の液 性 エ ン ドサ イ
トー シス 能 を調 べ た 。 そ の 結 果 、YbrO59c高発 現 に よ るluciferyellowの取 込 み
量 の 減 少 が 認 め られ た(Fig.5-10)。この こ とか らYbrO59c高発現 酵 母 もEnd3
お よ びSlal欠損 酵 母 と 同様 に エ ン ドサ イ トー シス に異 常 が 生 じて いる ことが 明
らか とな っ た。 また 、 キ ナ ー ゼ 活 性 を持 た な い と考 え られ るYbrO59cの点 変 異
体(YbIO59cDI8且Y)の高 発 現 酵 母 で はエ ン ドサ イ トー シ ス の 異 常 が 認 め られ な か
っ た(Fig.5-10)。この こ とか らYbrO59cによ る リ ン酸 化 を介 したSlal/Panl/End3












8.ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 獲 得 に お け る エ ン ド サ イ ト ー シ ス 機 構 の 関 与
エ ン ドサ イ トー シ ス のinternalizationstepに関 わ るSlalIPanl/End3complexの
解 離(活 性 低 下)が ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 獲 得 機構 に 関 与 す る と考 え ら れ る ・
そ こで 、Slal/Panl/End3complexと同 様 に エ ン ドサ イ トー シ ス のinternalization
stepに関 与 す るSla2(End4)(Gourlayetal.,2003;Wespetal.,1997)、Vrpl(End5)
(MochidaetaL,2002;MunnetaL,1995)およ びRvs161(End6)(BonetaL,2000;
BretonetaL,2001)の各 欠 損 酵 母 の ア ド リ ア マ イ シ ン 感 受 性 を 調 べ た と こ ろ ・ そ
れ ぞ れ が 顕 著 な ア ド リ ア マ イ シ ン 耐 性 を 示 し た(Fig.5-11)。ま た 、 エ ン ドサ イ
トー シ ス のpost-internalizationstepに関 与 す るVps23(Babstetal.,2000;piperand
Luzio,2001)およ びVps27(piperetal.,lgg5;Shihetal.,2002)を欠 損 し た 酵 母 の
ア ドリ ア マ イ シ ン 感 受 性 は 対 照 酵 母 と ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た(Fig.5-11)。以 上 の
結 果 か らエ ン ドサ イ トー シ ス 経 路 のinternalizationstepの抑 制 が 酵 母 に ア ド リ ア













9.YbrO59c高発 現 が 細 胞 内 ア ド リア マ イ シ ン 蓄 積 に及 ぼ す 影 響
Fig.5-11の結果 か らエ ン ドサ イ トー シ ス の低 下 が ア ドリアマ イ シ ン耐 性 獲 得
に 関与 し て い る ことが 明 らか とな った 。 エ ン ドサ イ トー シ ス は 様 々な 物 質 の細
胞 内へ の 取 込 み に関 与 す る こ とか らエ ン ドサ イ トー シス の低 下 に よ っ て ア ドリ
ア マイ シ ンの細 胞 内 へ の取 込 み が減 少す る可 能 性 が 考 え られ る 。 ま た 、 エ ン ド
サ イ トー シス の 低 下 が 、 ア ドリア マ イ シ ン の排 出 に関 わ る トラ ンス ポ ー ター で
あ るPdr5の安 定 性 を増 大 させ る との報 告 が あ る(EgnerandKuchler,lgg6;Egner
etal.,1995)。そ こで 、YbrO59c高発 現 が 細 胞 内 ア ドリアマ イ シ ン蓄 積 量 に与 え
る影 響 を検 討 した 。 そ の 結 果 、YbrO59c高発 現 に よ る ア ドリア マ イ シ ン蓄 積 量
の減 少 は認 め られ ず 、 む しろ わ ず か な 増 加 が観 察 され た(Fig.5-12)。した が っ
て 、YbrO59c高発 現 酵 母 の示 す ア ドリマ イ シ ン耐 性 は細 胞 内 ア ドリ ア マ イ シ ン


















第 四 節 考 察
高 発 現 す る こ とに よ って 酵 母 に ア ド リア マ イ シ ン耐 性 を与 え る 因子 と して第
二 章 で 同定 され たYbrO59c(Fig2-6)の作 用機 構 につ いて 検 討 した 。YbrO59cは
そ の ア ミ ノ酸 配 列 上 の特 徴 か ら、 セ リ ンス レオニ ンキ ナ ー ゼ で あ るArklおよ
びPrklのフ ァミ リー(Arkl/Prklファ ミ リー)の 一・員 と推 察 され て い る(Smythe
andAyscough,2003)。しか し、ArklはYbrO59cと同様 の 作 用 は 示 さず 、Prklの
み がYbrO59cと同様 に高発 現 に よ って 酵母 に ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を 与 えた 。
Prk1によ って リン酸 化 され る蛋 白質 が 幾 つ か 知 られ て い る(Huangetal.,2003)。
そ の 中 で 、Slalを欠 損 させ た 酵 母 が そ れぞ れ ア ドリアマ イ シ ン耐 性 を示 し、 各
欠 損 酵 母 にYbrO59cを高発 現 させ て も ア ドリアマ イ シ ン に対 す る感 受 性 は そ れ
以 上 高 ま らな か った 。 この結 果 か ら、YbrO59c高発現 によ る ア ド リア マ イ シ ン
耐 性 獲 得 機 構 にSlalが関 与す る こ とが 示 唆 され た。Sla1は細 胞 内 でPan1お よ
びEnd3と呼 ばれ る2つ の 蛋 白質 と複 合体(Slal/Panl1End3complex)を形 成 す
る こと に よ っ て エ ン ドサ イ トー シ ス に関 与 して お り、Slalまた はPan1がPrk1
によ って リン酸 化 され る と、 この複 合 体 が解 離 す る た め に エ ン ドサ イ トー シ ス
の抑 制 が 生 じる と考 え られ て い る(Tangetal.,2000;Zengetal.,2001)。実 際 に 、
YbrO59cもPrklと同様 にPanlをリ ン酸 化す る こ とが 本研 究 に よ り明 らか とな
った 。 また 、 高 発 現 によ っ て ア ドリア マ イ シ ン耐 性 を与 え な いArk1は、Panl
の リ ン酸 化 に も関 わ らな い こ とが 確 認 され た。Slal/Panl/End3complexは構 成 因
子 の どれ が 欠 けて もエ ン ドサ イ トー シ スが 抑 制 され る と考 え られ て い る。 以 上
の結 果 か ら、YbrO59cおよ びPrklの高 発 現 はSlal/Panl/End3complexの構 成 因
子 で あ るPanlまた はSla1をリ ン酸 化 す る こと によ って 本complexの解 離 を促
し、そ の結 果 と してエ ン ドサ イ トー シ ス を抑 制 す る もの と考 え られ る 。 実 際 に
YbrO59c高発 現 が 、Sla1およ びEnd3の 欠損 と同様 に、 エ ン ドサ イ トー シス の異
常 を 引 き起 こす こ とが 確 認 され た こ とか らも、 この 説 が支 持 され た 。
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ヒ ト細 胞 に お い て 、 ア ド リ ア マ イ シ ン が 細 胞 骨 格 形 成 に 障 害 を 与 え る と の 報
告 が あ る(DalleDonneetaL,1992;MolinarietaL,1990)。ま た 、最 近 、ヒ トArk1/Prkl
フ ァ ミ リー と してGAK(cyclin-G-associatedkinase)(KorolchukandBanting,2002;
UmedaetaL,2000)およ びAAK1(adaptor-associatedkinase1)(ConnerandSchmid,
2002;ConneretaL,2003)が同 定 さ れ た 。GAKお よ びAAKIの 過 剰 発 現 は エ ン
ドサ イ トー シ ス を 抑 制 す る(ConnerandSchmid,2003;ZhaoetaL,2001)ことか ら
酵 母Arkl/Prk1ファ ミ リー と 同 様 の 機 能 を 持 っ て い る と 考 え られ て い る 。 した
が っ てArkl/Prk1ファ ミ リ ー の 関 与 す る ア ド リア マ イ シ ン 耐 性 獲 得 機i構が ヒ ト
細 胞 に お い て も保 存 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い 。
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第 六 章 ま とめ
にア ドリアマ シン を える の 、
ア ドリアマイシンはアン トラサイクリン系の抗癌剤の一つで、癌の化学療法
に有効であるが、その一方で癌細胞の本薬剤 に対す る耐性獲得が大きな問題 と
なっている。本研究では、新 しいア ドリアマイシン耐性獲得機構の解 明を目的
として出芽酵母を用いてア ドリアマイシン耐性 に関与する遺伝子の検索 を行い
SSL2、BSD2およびYBRO59cを同定することに成功 した。








活性に必要なC末 端領域を欠失 した変異Ssl2を高発現 させても酵母がア ドリア

















アマイシン感受性を調べたところ、Smf2欠損酵母 は顕著な耐性 を示 し、Smfl
欠損酵母もわずかなが ら耐性を示した。また、Smf1およびSmf2を共 に欠損 し
た酵母 にBsd2を高発現させた場合にも、正常酵母にBsd2を高発現 した場合と
同程度のア ドリアマイシン耐性が認められた。 したがって、Bsd2高発現 による
ア ドリアマイシン耐性獲得機構 にはSmflおよびSmf2以外の因子の関与が大き
いと考えられる。一方、Smf1およびSmf2欠損酵母 にBsd2を高発現 させても








一方、Bsd2欠損酵母はア ドリアマイシンに対 して高い感受性を示 し、細胞内
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へ の ア ドリア マ シイ ン取 込 み 能 が 高 い こ とが 明 らか にな った 。 前 述 した よ う に
Bsd2欠損 によ ってSmflお よ びSmf2の 細 胞 内濃 度 は増 加 す るが 、細 胞 内 の ア
ドリアマ イ シ ン蓄 積 量 はSmf2の 高 発 現 によ って 増 加 し、欠 損 に よ っ て 減 少 し
た 。 した が っ てSmf2が ア ドリア マ イ シ ンの 細 胞 内蓄 積 に密接 に関 与 して い る
可 能性 が考 え られ る 。Bsd2は欠 損 す る とSmf1お よ びSmf2の 細 胞 内 濃 度 が 上
昇 し、 そ こにBsd2が 発 現 す れ ば 、 両 者 の濃 度 は そ の 発 現 程 度 に応 じて 低 下 す
る もの の、 正 常細 胞 中のBsd2濃 度 が す で に 充 分 量 に達 して い る た め に 、そ れ
以 上Bsd2を 高発 現 させ て もSmflお よ びSmf2濃 度 に影 響 を及 ぼ さな い と考 え
られ る 。 した が って 、Bsd2の高 発 現 と欠 損 は 異 な る機 構 で ア ドリア マ イ シ ンの
毒 性発 現 に影 響 を与 え て い る可 能 性 が 考 え られ る 。
YbrO59cに よ る ア ド1ア マ シ ンAの
YbrO59cはそ の ア ミ ノ酸 配 列 上 の 特 徴 か ら、 セ リンス レオ ニ ンキ ナ ー ゼ で あ
るArklお よ びPrklと 同様 の 機 能 を 有 し て い る と考 え られ て い る(Sekiya-
Kawasakietal.,2003)。これ らの3つ の蛋 白質 は細 胞 骨格 形 成 お よ び エ ン ドサ イ
トー シス に関 わ るArkl/Prk1ファ ミ リー に属 してお り、N末 端 にキ ナ ー ゼ ドメ
イ ン を有 して い る(SmytheandAyscough,2003)。
まず 、Arkl/Prklファミ リー(Arkl、Prk1およ びYbrO59c)のア ドリ アマ イ シ
ン感 受 性 に与 え る影 響 を検 討 した と ころ 、YbrO59cとPrk1のみ が ア ド リアマ イ
シ ン耐 性 獲 得 に 関与 して いる こ とが 明 らか とな っ た。Prk1は細 胞 骨 格 形 成 や エ
ン ドサ イ トー シ ス に関 わ る基 質 蛋 白質 を リン酸 化 す る 。 そ の 中でYbrO59cによ
る ア ドリアマ イ シ ン耐 性獲i得に はSla1の存 在 が 必 須 で あ る ことが 明 らか とな っ
た。SlalはPanlおよびEnd3と と も に3者 複 合体(Slal1Panl1End3complex)を
形 成 して い る(Tangetal.,2000)。Prkl高発 現 はSlalおよびPanlをリ ン酸 化 す




一ーシスの異常 を引き起 こす ことが明 らかになった。したがって、YbrO59cはリ
ン酸化を介 してSlal/Panl/End3complexの機能、すなわちエンドサイ トーシス
能 を低下させることでア ドリアマイシン毒性を軽減していると考え られる。
本研究によって見出された3つのア ドリアマイシン耐性因子Ssl2、Bsd2および
YbrO59cを高発現する酵母は全てがRNA合成阻害剤であるアクチノマイシンDに
対 して も耐性 を示し、ア ドリアマイシンと同じアン トラサイク リン系の抗癌剤
であるアクラルビシンに対 しては耐性を示 さないという興味深い結果 も得 られ
た。アン トラサイクリン系抗癌剤 は類似の作用機構 を有しているが、その抗腫
瘍スペク トルや副作用である心臓毒性の発現 に大きな違いがある ことが報告さ
れている(MuraokaandMiura,2003)。また、アクチノマイシンDの毒性発現機序
は多岐に渡ってお り、未だに不明な点も多い。 したがって、本研究で見出され
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